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I. E N Z I M A S P R O T E O L I T I C A S
DEFINICION Y CLASIFICACION
Las enzimas proteolíti cas , también denomina­
das proteasas o proteinasas, son hidrolasas cuyos sustratos son 
proteínas o péptidos de variada jerarquía a los que en algunos 
casos pueden degradar hasta sus unidades constitutivas, los ami­
noácidos .
Considerando la información experimental de 
la que actualmente se dispone y atendiendo esencialmente a las 
características del mecanismo de acción catalítico más que a su 
origen, especificidad de sustrato o acción fisiológica, se acos­
tumbra a considerar cuatro grupos principales de enzimas proteo- 
líticas: 1 ) proteasas "serínicas", así denominadas por poseer al 
menos un residuo serina en su centro activo, el que es específi­
camente inhibido por compuestos organofos forados , 2 ) proteasas 
"sulfhidrílicas" o "tiol-proteasas", en las que el residuo acti­
vo está representado por cisteína y que en forma general requie­
ren sustancias reductoras como activadores, resultando inhibidas 
por iones de metales pesados, 3) "meta 1oproteinasas", que habi-
2tualmente necesitan la presencia de iones metálicos para manifes 
tar su acción hidrolítica y que son sensibles a los agentes que- 
lantes y 4) "proteasas ácidas", caracterizadas por precisar un 
medio francamente ácido para poder actuar (Hartley, 1960).
Dentro del primer grupo se incluyen, entre 
otras, las conocidas proteasas animales tripsina, quimotripsina 
y trombina, así como algunas de origen microbiano tales como las 
subtilopeptidasas. Aún en trabajos recientes (Cruz z t  a l . ,  1974) 
no se mencionan enzimas proteolíticas seríni cas de origen vege­
tal. Sin embargo este concepto deberá ser modificado en lo suce­
sivo, ya que en el último decenio se ha consignado la separación 
e identificación de alrededor de una docena de pro te i nasas "de 
tipo serínico" provenientes de plantas, la mitad de las cuales 
son carboxipeptidasas.
El segundo gruDO, por el contrario, estaría 
mayoritariamente integrado por proteasas vegetales, de las cua­
les seguramente papaína, fie i na y bromelina son sus representan­
tes más conspi cuos .
Tradicionalmente se ha aceptado que las en­
zimas proteolíti cas de los dos grupos anteriores son endopepti- 
dasas, en tanto que las meta 1 o pro teas as del tercer grupo inclui­
rían únicamente exopepti das as , tanto ami nopepti dasas como carbo­
xipeptidasas. También en este caso la información última con la 
que se cuenta exige una mayor flexibilidad de la clasificación 
propuesta ut  ¿ upu a . En efecto, a la excepción ya mencionada de 
las carboxipeptidasas seríni cas vegetales que no requieren iones 
metálicos para poner de manifiesto su actividad, debe sumarse la 
existencia de aminopepti dasas sulfhidrí1 i cas del mismo origen 
que tampoco los necesitan.
El último grupo es probablemente el menos nu 
trido, donde pepsina suele ser mencionada como su representante
3casi exclusiva, pero que sin embargo debería incluir algunas pro- 
teasas vegetales decididamente acidas, como la edestinasa del cá­
ñamo y las enzimas proteo1 íticas de las plantas insectívoras.
MECANISMOS DE ACCION
Tal como ha sido señalado, prácticamente la 
totalidad de las enzimas proteolí ticas vegetales pertenecen a uno 
de los dos primeros grupos y su comportamiento respondería a si­
milares mecanismos de acción enzimática. Actualmente se postula 
que tanto las proteasas serínicas como las sulfhidrí1 i cas actúan 
sobre sus sustratos según una reacción en tres etapas:
El primer paso es la formación de un complejo 
enzima-sustrato ES (complejo de Michaelis) en el que no hay enla­
ces covalentes y que está sujeto a la constante de disociación 
Ks = k j/k+j. A continuación sobreviene un proceso de acilación 
representado por la ruptura del enlace susceptible (R-CO.X) y la 
subsiguiente formación de un compuesto covalente intermedio aci 1 - 
enzima (ES1), en el que la unión del grupo R-CO. del sustrato y 
la enzima se efectúa por un enlace áster (R-CO.O-E) en las protean 
sas serínicas o tioéster (R-CO.S-E) en las su 1 fhidrí 1 i cas. Al mis­
mo tiempo se produce la liberación del primer producto (XH), 
llamado también grupo saliente. La constante de velocidad de esta 
segunda etapa (k ^ ) es la constante de acilación. Finalmente sobre­
viene la desaci1 ación, regida por la constante y que requiere 
la presencia de un compuesto nuc1 eofí1 ico, usualmente el agua, 
dando por resultado un segundo producto (R-CO.OH) y la libera-
4c i ó n de la enzima (Oliver a t  a i , 1977).
En la serie de reacciones anteriores partici­
pan, además de los de cisteína o serina, los grupos laterales de 
otros aminoácidos espaci a 1 mente vecinos, que en conjunto consti­
tuyen el llamado "centro o sitio activo" de la enzima, en cuyo 
ambiente la reactividad del hidroxilo o sulfhidrilo está muy a - 
centuada. Habitualmente la colaboración del gruño carboxilo de un 
ácido aspártico o el imidazol de la histidina permiten una catá­
lisis más efectiva.
APLICACIONES
Como la mayoría de los productos naturales, 
las enzimas proteolíticas han sido utilizadas en forma empírica 
durante mucho tiempo por parte de los habitantes de distintos lu­
gares, usualmente en materia de alimentación y de salud. Una prue 
ba de ello es el uso del jugo de ananá (Berger y Asenjo, 1939) y 
el látex de diferentes especies de higos (Tauber, 1949) como agen 
tes antihelmínticos, aún cuando las enzimas responsables de la 
acción vermicida (bromelina y ficina, respectivamente) no se uti­
licen ya con esos fines.
Los nativos de ciertas regiones de Centro y 
Sudamérica usan tradicionalmente el jugo de Da paya para hacer más 
tiernas las carnes que consumen. Actualmente el tiernizado de la 
carne se logra incorporando papaína a la superficie de la misma 
o inyectando profundamente una solución de la enzima. Una mejor 
distribución se consigue si se la aplica por vía endovenosa a los 
animales antes de ser faenados, pero en este caso debe tenerse en 
cuenta que la enzima nativa provocaría un severo "stress" al ani­
mal, recurriéndose entonces a enzimas sulfhidríli cas (papaína, 
bromelina, ficina) inactivadas reversiblemente, las que resultan
5luego reactivadas por el potencial reductor que adquieren los 
músculos del animal luego de su muerte (Kang, 1978).
Es conocido el uso de ciertas enzimas proteo- 
líticas para evitar la formación de turbiedad por enfriamiento 
("chill-proofing") de la cerveza, hecho debido a la presencia de 
proteínas que se hacen insolubles a bajas temperaturas. La hidró­
lisis no tiene que ser total porque la cerveza debe mantener una 
cierta cantidad de proteína coloidal, necesaria para que la misma 
tenga "cuerpo" y produzca espuma abundante y duradera. Papaína, 
bromelina y pepsina son las proteasas mas frecuentemente usadas 
en este sentido.
Otro proceso industrial importante en el que 
se emplean enzimas proteo1 íti cas es la manufactura de cueros, ya 
sea en la etapa previa de depilación de la piel como en la poste­
rior de "batido", cuyo objetivo es preparar el cuero para el te­
ñido y que consiste en la remoción de restos de pelos, glándulas, 
células epiteliales y tejidos superficiales no separados por los 
tratamientos previos. En este caso la proteasa más utilizada es 
oancreatina, pero también se ha ensayado el uso de papaína, trip­
sina, bromelina y de proteasas bacterianas y fúngicas.
Los hidrolizados ("lisados") de proteínas han 
sido muy utilizados en la práctica médica como reconstituyentes, 
a la que esporádicamente retornan cada tanto. Actualmente se acre­
cienta su aplicación como aditivos alimentarios (Sair, 1974), pe­
ro si bien en algunos casos suelen utilizarse enzimas proteolíti­
cas en su preparación, es mucho más común que se recurra a la hi­
drólisis clorhídrica. Na tura 1mente que así se destruyen algunos 
aminoácidos (ti ros i na y especialmente triptofano), por lo que en 
los hidrolizados destinados a uso terapéutica o en la elaboración 
de peptona (triptona) para ensayos microbiológicos se recurre a
6la hidrólisis enzimática, comúnmente a cargo de tripsina o de 
peps i na .
La aplicación terapéutica más común de las 
proteasas vegetales, especialmente de papaína y de bromelina, es­
tá vinculada a su probada acción antiflogística. No obstante no 
puede dejar de mencionarse su uso en trastornos digestivos, en el 
tratamiento de lesiones de piel y para desbridar heridas escari- 
f i ca da s .
Ficina, papaína, tripsina y recientemente 
bromelina son también utilizadas en inmunohematología para la de­
tección de anticuerpos, ya que tanto i n  vivo como in  v i t i o  son 
capaces de aglutinar glóbulos rojos cubiertos con anticuerpos in­
completos. Bromelina difiere de las otras tres enzimas serológi- 
camente activas por no requerir activación ni pretratamiento de 
los eritrocitos (Cawley t t  a l . ,  1964).
II. E N Z I M A S  P R O T E O L I T I C A S  D E
P L A N T A S  S U P E R I O R E S
PAPAINA
La papafna es una de las proteasas sulfhidrí- 
licas separadas del látex de los frutos verdes del "mamón" o "pa­
paya" {Can ica  p a p a j a L . , Caricaceae) . Fue aislada por primera vez 
en forma cristalina en 1937 por Balls c t  a l . ,  en tanto que en 
1954 Kimmel y Smith hicieron lo propio a partir del látex deseca­
do .
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA
La actividad de la papaína puede determinarse 
ya sea midiendo la velocidad de digestión de proteínas o siguien­
do la hidrólisis de sustratos sintéticos tales como ásteres o ami 
das de aminoácidos (Arnon, 1970). Ya que en su estado nativo la 
papaína presenta muy poca actividad, todos los ensayos se llevan 
a cabo en presencia de activadores, especialmente cisteína 
( 0,005 M) y EDTA ( 0, 002 M) .
El método para determinar la actividad pro­
te o 1 í t i c a (Arnon y Shapira, 1967) se basa en la estimación de los
productos de digestión de la caseína. La unidad de actividad enz1
8mítica se define como la actividad que produce un aumento de una 
unidad de absorbancia, medida a 280 nm, por minuto de digestión, 
mientras que la actividad específica se expresa como el número 
de unidades de actividad enzimática por miligramo de proteína.
El ensayo mas utilizado en el caso de papaína 
es la medida de su actividad esterásica, habitualmente usado en 
la estandarización de preparaciones comerciales. Comúnmente se 
usa el áster etílico de la benzoil arginina (BAEE) como sustrato 
y el dosaje de los grupos carboxílicos formados se efectúa por ti 
trimetría (Smith y Parker, 1958). La unidad de actividad enzimá­
tica se define en este caso como la cantidad de enzima necesaria 
para hidrolizar un micromol de BAEE por minuto, a 25°C.
Usualmente se suele determinar la capacidad 
de la napaína para hidrolizar uniones amida. En la estimación de 
1 a actividad amidásica se recurre a la benzoil arginina-p-nitro- 
anilida (BAPA) en carácter de sustrato y la p-nitroanilina forma­
da se valora espectrofotométricamente a 410 nm (Arnon, 1965). En
este caso la unidad de actividad enzimática se expresa en forma
equivalente a la anterior.
PURIFICACION
a. Aislamiento y cristalización
La papaína puede prepararse partiendo tanto 
del látex fresco como del látex desecado comercial. El método
(Kimmel y Smith, 1954) se basa en una precipitación fracciona­
da con sulfato de amonio y cloruro de sodio.
El extracto crudo se prepara tratando el lá­
tex desecado con solución alcalina de cisteína. Luego de fil­
trar la solución el sobrenadante se lleva a pH 9 y se centri­
fuga, descartándose el precipitado de proteína desnaturalizada
9El primer paso del fraccionamiento se consigue recogiendo el 
precipitado formado por agregado de sulfato de amonio al 40% 
de saturación a la solución sobrenadante obtenida anteriormen­
te. El precipitado se redisuelve en solución de cisteína 
(pH 7-7,5) y se renrecipita por adición de cloruro de sodio. 
Este nuevo precipitado se suspende en cisteína de pH 6,5 a 
temperatura ambiente y se deja toda la noche a 4°C para que 
cristalice. La recristalización se consigue disolviendo los 
cristales en agua destilada y agregando solución saturada de 
cloruro de sodio, o disolviendo en metanol y añadiendo sulfato 
o cloruro de litio. Partiendo de 180 g de látex seco se obtie­
nen 45 mg de proteína en el extracto crudo, que se reducen a 
2 , 1  mg de proteína cristalizada (rendimiento: 0 , 0 0 1 2  %)
b . Purificación por conversión en mereuripapaína y posterior 
activación (Brubacher y Bender, 1966)
La papaína cristalizada se suspende en cisteí 
na (pH 4,5), se centrifuga a 10.000 g y se resuspende en cloru 
ro mercúrico 0,01M. Durante una semana se añade etanol de 95% 
hasta lograr una concentración final del 70%, con lo que se 
obtiene mereuripapaína cristalina que es soluble en agua y que 
puede ser almacenada durante varios meses a 2°C sin pérdida a- 
preciable de actividad. La mercuripapaína es reconvertida a pa 
paína activa con solución de 4-meti 1 beneenotiol, compuesto que 
compleja el mercurio.
El procedimiento indicado tiene dos ventajas: 
1 ) se remueven pequeñas cantidades de impurezas y 2 ) para con­
servar papaína durante largos períodos de tiempo es preferible 
almacenarla como su derivado mercúrico inactivo, que es más es 
table y no pierde actividad.
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PROPIEDADES 
a. Estabilidad
La enzima cristalina muestra un alto grado de 
estabilidad, mientras que en solución pierde del 1 al 2 % de su 
actividad por día, debido probablemente a fenómenos de autoli- 
sis y/u oxidación. Es estable a altas temperaturas (puede re­
sistir 3 horas a 100°C) y aún en solución es bastante termoes- 
table, excepto en condiciones acidas. La papaína resiste la ac 
ción de una serie de agentes desnaturalizantes tales como meta 
nol al 70%, dimetilsulfóxido al 20% y soluciones de urea 8 M; 
sin embargo es sensible a la acción del ácido tri cloroacético 
al 1 0 % o del clorhidrato de guanidina 6 M.
b. Activadores e inhibidores
Por tratarse de una enzima sulfhidrílica, la 
papaína requiere la presencia de un grupo sulfhidrilo libre 
para evidenciar su actividad catalítica. En la enzima nativa 
ese grupo se encontraría bloqueado formando una unión disulfu­
ro o en parte como ácido sulfónico. La activación puede enton­
ces lograrse con agentes reductores tales como cisteína, sulfu 
ro, sulfito o cianuro. En general es necesario contar con un 
compuesto que posea un grupo t i o 1 como cisteína o tiogllcolato 
y un agente quelante como el EDTA. El BAL (dimercaptopropanol) 
cumple con ambas funciones, pero en la práctica suele recurrir 
se a un medio que contenga cisteína 0,005 M y EDTA 0,001 a 
0,002 M.
Pueden mencionarse una serie de Inhibidores 
específicos de grupo, como los iones de metales pesados, las 
clorometilcetonas de fenilalanina y ti ros i na y reactivos de 
aldehidos tales como la hidroxi lamina y la fenllhidrazlna, en­
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tre otros. Existen además inhibidores estructurales que son 
específicos Dara papaína: el ácido carbobenzox1-L-glutámico 
(Z-Glu) se comporta como inhibidor no competitivo a valores 
de pH de 3,9 a 4,5, mientras que una serie de péptidos que 
contienen alanina como segundo residuo a partir del C-terminal 
actúan como inhibidores competitivos porque ocupan el sitio . 
activo de la enzima.
c. Propiedades físicas
El punto isoeléctrico de la papaína es 8,75 
(Smith y Kimmel, 1954), mientras que el peso molecular alcanza 
a 23.000 (Drenth e.t a l .  t 1958), resultado de la presencia de 
212 aminoácidos que conforman una sola cadena peptídica con 3 
puentes di sulfuro. La molécula es esferoidal, está plegada en 
dos partes principales y en la unión de las mismas un conjunto 
de 7 aminoácidos constituirían el sitio activo de la misma 
(Berger y Schechter, 1970).
d. Propi edades_b i o 1 ó g i cas
La mayoría de las uniones 
drolizadas por la papaína, que es capaz de 
cantidad de sustratos y más extensivamente 
pepsina y la quimotripsina, dando lugar en 
producción de aminoácidos libres.
peptídicas son h i - 
degradar una mayor 
que la tripsina, la 
muchos casos a la
QUIMOPAPAINA
El látex de Ca^Lca papaya L. contiene varias 
enzimas. La papaína es responsable solamente de una parte de la 
actividad proteolítica total, a la cual también contribuye la qui- 
mopapaína. La molécula de quimopapaína es más grande y mucho más 
estable que la de papaína en medio ácido y también su solubilidad
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es mayor en soluciones salinas. Por otra parte las dos son bastan­
te similares en cuanto a especificidad de sustrato y a sus propie­
dades inmuno1 ógicas, pero la secuencia aminoacídica en las cerca­
nías del sulfhidrilo activo es bastante diferente en uno y otro 
caso, lo cual de todos modos no excluye la posibilidad de semejan­
za de ambos sitios activos como resultado de una conformación es­
pacial adecuada.
Otras proteasas presentes en el látex en menor 
proporción son las denominadas "papaya peptidasa A" y "papaya pep- 
tidasa B", de peso molecular cercano al de la papaína (24.000) pe­
ro con una reactividad menor que la de papa í na y quimopapaína 
(Lynn, 1979).
PURIFICACION
Jansen y Balls (1941) desarrollaron un método 
para purificar quimopapaína a partir de látex desecado, logrando 
cristalizar un producto enzimático activo pero no homogéneo. Pos­
teriormente Ebata y Yasunobu (1962) señaran la denominada "quimo­
papaína A" y un tiempo después Kunimitsu y Yasunobu (1967) crista­
lizan la "quimopapaína B 11 por el procedimiento que se describe a 
continuación.
La papaína cruda del comercio se disuelve en 
agua y se precipita con sulfato de amonio a 45% de saturación, 
centrifugándose luego a 2 0 . 0 0 0  g, con lo que la papaína queda en 
el precipitado, mientras que la solución sobrenadante es llevada 
a 65% de saturación con sulfato de amonio, precipitando así la 
quimopapaína. Este precipitado se redisuelve en buffer acetato de 
pH 5 que contiene E0TA (0,001 M) y se dial iza durante toda la no­
che contra el mismo buffer.
La solución dializada se purifica por pasaje 
a través de una columna de CM-celulosa, recogiendo la fracción
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activa que eluye al agregar buffer acetato 0,7 M (pH 5). Esta 
fracción se re cromatografía sobre Amberlita XE-64 equilibrada con 
buffer fosfato 0,25 M (pH 5,9), separándose con este eluyente dos 
fracciones poco activas; al cambiar la concentración del buffer 
(0,4 M) se separan dos fracciones más, de las cuales la última es 
más activa y de alto grado de homogeneidad, que cristaliza en for 
ma de cristales aciculares a partir de una solución de pH 2 a la 
que se le agrega progresivamente cloruro de sodio.
Posteriormente Lynn (1973) describe una téc­
nica de separación más sencilla, basada en el fraccionamiento del 
látex a través de una columna de agarosa mercurial. La quimopapaí 
na así separada tiene un peso molecular de 33.000 y es homogénea 
por electroforesis en gel de poliacrilamida. Recientemente se ha 
desarrollado una técnica (Joshi <¿t a l . ,  1976 ) que permite la sepa 
ración de quimopapaína mediante el uso de columnas de Amberlita 
IR- 1 2 0  (H g + +) .
PROPIEDADES
La quimopapaína B cristalizada, homogénea a 
través de una serie de ensayos, representa solamente de un 3 a un 
5% del extracto crudo inicial. Posee un peso molecular de 35.200, 
logrado en base al aporte de 318 aminoácidos y su punto isoeléc­
trico es de 10,4. Propiedades muy similares presenta la quimopa­
paína A, pero su actividad específica es tres veces menor que la 
de 1 a anteri or.
La quimopapaína se asemeja a la papaína en su 
capacidad para hidrolizar una amplia gama de péptidos y derivados 
de aminoácidos, pero la velocidad de hidrólisis de la última es 
bastante mayor.
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El pH óptimo de acción determinado sobre ca­
seína es bastante amplio (pH 7-9), con dos picos en pH 7,2 y 9,5. 
Cuando se utiliza hemoglobina como sustrato el valor óptimo se 
alcanza a pH 7. Por el contrario, frente a benzoi1 -L-argininamida 
(BAA) el pH óptimo es un "plateau" entre pH 5,5 y 8 .
Al igual que papaína, ficina y bromelina, la 
quimopapaína se comporta como una enzima su1 fhidrí1 ica y requiere 
la presencia de compuestos reductores y metal-quelantes . Los es­
tudios realizados (Tsunoda y Yasunobu, 1966) sugerían que proba­
blemente estaban comprometidos dos grupos sulfhidrilos por molécu­
la de enzima, hecho posteriormente confirmado por Lynn (1973), 
quien además señala la presencia de una molécula de un aminoazúcar 
no identificado.
La quimopapaína es muy estable a valores ba­
jos de pH, en especial cuando se almacena a pH 2 y por debajo de 
10°C .
FICINA
Recibe este nombre la enzima proteolítica ais­
lada del látex de algunas especies de F I cllí (Moraceae). Sin embar­
go el estudio del contenido de ficina en distintas especies del 
género revela significativas diferencias en cuanto al tenor de ac­
tividad proteolítica (Williams z t  a l . ,  1968; Williams y Whitaker, 
1969): de 46 especies de Flcu¿ estudiadas sólo 13 muestran valores 
apreciables de actividad enzimática. El látex de Flzu¿  ¿tznoc.aA.pa 
F. Muell. ex Benth. es el de mayor actividad específica, seguido 
de cerca por los de F. caAÍca L. y F. g l a b a a t a H.B.K. Un total de 
26 componentes activos cromatográfi carnente distinguibles, han si­
do detectados en 6 especies de F l c u ¿ .
También se observan variaciones en la activi­
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dad del látex separado de variedades diferentes de la misma espe­
cie: un examen de 25 variedades de Flcuó case ica permite comprobar 
que entre los valores extremos la actividad frente a caseína se 
duplica. Esto se agrava aún más si se considera que existen más 
de 1.800 especies de F l c a s , con un considerable número de subespe­
cies y variedades (solamente de Flcuó c.ax¿c.a se mencionan 700 va­
riedades), por lo que la necesidad de precisar el origen del mate­
rial vegetal no necesita en este caso ser demasiado enfatizada.
PURIFICACION
La ficina es cristalizada por primera vez a 
partir del látex fresco de higos por Walti (1938), pero a causa 
de la variabilidad del material se prefiere ahora utilizar látex 
seco comercial como materia prima.
Se han desarrollado algunos métodos para la 
purificación preliminar, pero quizás el más conveniente sea el
propuesto por Englund c t  a l . ( 1968), ya que la enzima es estabi­
lizada durante la extracción por conversión en un derivado inacti­
vo durante el proceso de purificación. El látex desecado se sus­
pende en tetrationato de sodio (que inactiva reversiblemente la fi­
cina) y EDTA y luego de un tiempo se elimina el precipitado for­
mado. Al sobrenadante se le adiciona cloruro de sodio, se vuelve
a centrifugar y ahora el precipitado se retoma con buffer de pH
7,1 conteniendo fosfato y tetrationato de sodio y EDTA. Esta solu­
ción, luego de ser dializada toda la noche contra el mismo buffer, 
puede ser usada directamente para cromatografía. La resolución 
subsiguiente de los componentes proteolíticamente activos se con­
sigue por cromatografía en CM-celulosa.
Por comparación de los resultados obtenidos 
en diferentes laboratorios (Englund c t  a l . , 1968 ; Sgarbieri c t  a l . ,
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1964; Liener y Friedenson, 1970) parecería que existen a l  mznoé 
tres componentes principales junto a otros componentes menores, 
todos ellos con actividad enzima tica notoria.
Por fraccionamiento del látex de F lcu¿  g l a b n a -  
t a con cloruro de sodio a 0-50% de saturación, Jones y Glazer 
(1970) separan cinco componentes electroforéticamente puros, tres 
de los cuales (fi ciñas Fl, F2 y H) son relativamente más básicos 
que los otros dos (fie i ñas B y E). En un trabajo posterior y uti­
lizando otras técnicas de fraccionamiento salino junto a cromato­
grafía en CM-celulosa y gel-fi 1tración en Sephadex G-75, Kortt z t  
a l . (1974) aíslan tres componentes mayores (fi ciñas I, II y III) 
y tres menores (fie i ñas IV, V y VI) del látex de la misma especie, 
obteniendo dos de ellas (ficinas II y III) en forma cristalina.
El análisis de la composición de aminoácidos de estas últimas reve 
la que la primera es considerablemente más básica (3 residuos de 
histidina por mol) que la segunda ( 1  residuo de histidina por mol) 
En base a estas y otras consideraciones los autores consideran 
que las ficinas Fl, F2 y H de Jones y Glazer (1970) son homologas 
de las ficinas V, VI y II, respectivamente, mientras que la fici- 
na III sería equivalente a la fie i na E y a la enzima aislada por 
Englund z t  a l . , ( 1968) .
PROPIEDADES
a . Estábil idad
Se ha señalado (Cohén, 1958) que la ficina 
cristalina mantenida a 50°C durante dos horas tiene un rango 
de estabilidad máximo entre pH 4,5 y 9,5. Un estudio acerca de 
la estabilidad de los 10 componentes activos del látex de F l -  
cu-4 c a c i c a  L. CV. Kadota (Liener, 1961) revela que 5 de ellos 
retienen no menos del 75% de su actividad luego de una hora a
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pH 7 y 55°C. Las soluciones de enzima pierden rápidamente su 
capacidad hidrolítica cuando se almacenan congeladas. La fici- 
na también se inactiva por 1 i ofi 1 ización, a menos que se parta 
de una solución 0,01 M de buffer fosfato de pH 7 que contenga 
cloruro de sodio 0 , 1  M.
Las condiciones de óptima actividad al usarse 
distintos sustratos sintéticos se logran en todos los casos a 
pH 6,5.
b. Propiedades físicas
El Deso molecular oscila entre 25.500 y 26.500 
y el punto isoeléctrico consignado en unos casos es 9 y en 
otros mayor a 9,6. La actividad aumenta considerablemente si se 
agregan agentes quelantes como EDTA, en especial si se usan en 
conjunción con sustancias reductoras tales como cianuro, cisteí- 
na, mercaptoetanol o BAL. En razón de la participación directa 
de un grupo sulfhidrilo en el mecanismo catalítico, la ficina 
es ianctivada por reactivos tales como el cloruro mercúrico, 
la N-etilmaleimida (NEM), el ácido monoiodoacético (MIA) y la 
cloro- o iodoacetamida.
Es poco lo que se conoce sobre la estructura 
primaria de la ficina, excepto la limitada secuencia de amino­
ácidos en la vecindad inmediata del grupo sulfhidrilo reactivo. 
Cuando se la compara con la secuencia equivalente de papaína y 
de bromelina (Liener y Friedenson, 1970) se advierte un sor­
prendente paralelismo, lo que podría estar sugiriendo la exis­
tencia de un mecanismo de catálisis común a las tres enzimas 
nene i onadas.
El parecido entre las tres proteasas menciona­
das no es tan acusado cuando se considera su contenido en car­
bohidratos. Papaína carece de residuos glucídicos y bromelina
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contendría 1,5 a 2% de azúcares, mientras que con respecto a 
fi ciña existen opiniones discrepantes, ya que mientras Englund 
<¿t a i . ( 1968 ) afirman que está desprovista de carbohidratos, 
Jones y Glazer (1970) denuncian la presencia de 1% de ellos. 
Ultimamente Friedenson y Liener (1974) parecen haber demostra­
do que ficina es efectivamente una glucoproteína, a través del 
análisis de un glucopéptido en el que la fracción glucídica es 
taría representada por glucosamina, mañosa, galactosa, fucosa 
y xi losa en relación molar 5:2:1:1:1 y que recuerda en muchos 
aspectos al glucopéptido aislado de brome lina. Casi simultánea 
mente Sugiura y Sasaki (1974) comunican el aislamiento de una 
glucoproteína a partir del látex de F¿cu¿ c a c i c a cv. Hóraishi 
a la que denominaron "ficina-S" y que contiene 4,8% de azúca­
res, junto a otras cuatro fracciones puramente proteicas (fi­
cina s A , B , C y D) .
BROMELIÑAS
Con el nombre de "bromelina" se conoce desde 
hace tiempo a la proteasa separada del jugo de los frutos del "a- 
naná" ( Anana4 como¿LU¡ L., B rome 1 i acea e) . De los tallos de esta 
especie se aísla posteriormente una proteasa de características 
bastante diferentes a la anterior, por lo que actualmente corres­
pondería referirse a ellas como "bromelina de frutos" y "bromeli­
na de tallos", considerándolas en forma separada (Murachi, 1970).
BROMELINA DE TALLOS
a. Determinación de la actividad enzimática
Como la mayoría de las enzimas proteolíticas, 
la bromelina de tallos hidroliza sustratos proteicos y sinté­
ticos. El sustrato proteico utilizado habitual mente es la ca­
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seína y el procedimiento a seguir es similar al indicado para 
papafna y ficlna. La actividad esterásica se determina a pH 6 
usando BAEE como sustrato, mientras que la actividad amldásica 
se mide en función de la velocidad de hidrólisis de BAA. Las 
unidades enzimáticas y las actividades especificas se expresan 
en 1 a forma habi tua1 .
b. Purifi cación (Murachi z t  a ¿ . , 19 64 )
Se parte de bromelina comercial, proveniente 
de la precipitación acetónica del jugo obtenido por expresión 
de tallos, que se suspende en buffer fosfato de pH 6,1. La sus­
pensión se centrifuga y el sobrenadante se hace atravesar una 
columna de Duolita A-2 y otra de Amberlita CG-50, Tipo 1, equi­
libradas con buffer fosfato de pH 6,1. La enzima se desorbe 
con fosfato dipotásico 0,2 M conteniendo cloruro de potasio 1 M. 
A la porción media del eluato se le añade sulfato de amonio, 
se centrifuga y el precipitado se redisuelve en buffer acetato 
de sodio de pH 5,2, cromatografiándo 1 o en una columna de Sepha- 
dex G-100. La fracción eluída que contiene la enzima es enton­
ces llevada a 42% de saturación con sulfato de amonio; el pre­
cipitado se elimina por centrifugación y al sobrenadante se le 
añade más sulfato de amonio hasta 50% de saturación, con lo que 
precipita la bromelina, que es redisuelta en agua y dializada 
durante 48 horas.
c. Propi edades
La enzima conserva plenamente su capacidad de 
digerir a la caseína luego de 24 horas a 5°C, dentro de un ran­
go de pH de 4 a 10. Es asimismo estable durante 20 minutos a 
25°C en metanol al 25%, pero su actividad caseinolítica se re­
duce en una tercera parte al cabo del mismo tiempo en etanol
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al 20% a 37°C. Si se mantiene también durante 20 minutos una 
solución acuosa a 55°C y pH 6,1 la actividad se reduce a la mi­
tad. La 1 iofi 1 ización de la enzima provoca una disminución de 
la actividad enzimatica en un 27%.
La bromelina de tallos es una proteína básica, 
con un peso molecular de 33.000, consecuencia de la unión de 
285 aminoácidos (Murachi z t  a l . ,  1964). Otros investigadores 
(Ota z t  a l . ,  1964) aumentan los valores a 35.730 y 321, respec­
tivamente. De todos modos la enzima es más básica y alrededor 
de una vez y media más grande que la molécula de p a d a í n a . El 
punto isoeléctrico está ubicado a pH 9,55.
Con el advenimiento de técnicas más modernas 
para determinar la homogeneidad de los productos biológicos se 
ha demostrado que en bromelina de tallos existen varios compo­
nentes. Así, por enfoque isoeléctrico Minami z t  a l .  (1971) com­
prueban la presencia de un componente principal de carácter bá­
sico (pl 9,45) acompañado de una fracción menor de naturaleza 
ácida (pl 4,7). Posteriormente Ota z t  a l .  (1972) separan un 
componente mayor que representa el 77% de la enzima y tiene un 
peso molecular de 28.000, junto a cinco componentes menores, 
que en algún caso parecen provenir de un proceso de autodi ges­
tión intracelular de la enzima.
Takahashi z t  a l . ( 1973) consiguen separar dos 
componentes, a los que denominan S B ^ y S B ^ , de similar peso 
molecular, idéntica composición de carbohidratos y parecida ac­
tividad enzimática tanto frente a caseína como ante sustratos 
sintéticos, existiendo ligeras diferenciasen la composición de 
ami noác i dos .
Para evitar los errores provenientes de la 
aparición de productos de autodi gestión, Lynn(1977) inhibe
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previamente la bromelina en forma de derivado mercurial y sepa­
ra un total de cuatro componentes, dos de los cuales (que re­
presentan la mayor narte de la enzima) tienen un Deso molecu­
lar de 28.000, igual composición de carbohidratos y parecerían 
corresponder a las fracciones SB^ y SB^ de Takahashl a i .
( 1 9 7 3 ) .
La enzima es una glucoproteína en la oue la 
porción glucídica está unida covalentemente a la cadena oeptí- 
dica principal. Por digestión con pepsina se ha obtenido un 
glucopéptido para el que se ha propuesto la siguiente estruc­
tura (Yasuda o.t a i .  , 1970):
La bromelina de tallos tiene un solo qrupo 
sulfhidrilo ñor molécula (Murachi y Yasui, 1965), que es esen­
cial para su actividad catalítica. Fn ausencia de activadores 
la enzima exhibe sólo el 60-70* de su actividad frente a caseí­
na. Como en las otras enzimas sulfhi drilicas , la cisteína, el 
2-inercaptoetanol y el ditiotreitol (DTT, l,4-d1mercapto-2,3-bu- 
tanodiol) son activadores efectivos y en menor medida también 
lo es el cianuro de potasio. Los inhibidores son los corrientes 
para este tipo de enzimas.
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BROMELINA DE ERUTOS
a . Determinación de la actividad enzima tica
Los procedimientos son los mismos que se han 
mencionado al considerar bromelina de tallos, con la única ex­
cepción que en este caso la cantidad de enzima requerida es 
menor (Ota eí 1964). No se ha comunicado ensayo alguno so
bre la posible actividad esteras ica de la bromelina separada 
de frutos.
b . Purificación
Se parte del jugo (pH 3,2-3,5) obtenido por 
expresión de frutos frescos, maduros o no, que es enfriado a 
0-4°C y al que se le añade un volumen de acetona fría. El pre­
cipitado se descarta y al sobrenadante se le agregan dos volú­
menes más de acetona fría, con lo que la enzima precipita, de­
biendo ser desecada al vacío y pulverizada en un mortero. El 
polvo acetónico se retoma con buffer ci trato de pH 6, se cen­
trifuga y el sobrenadante se pasa a través de una columna de 
DEAE-celulos a equilibrada con buffer acetato, con lo que se ob 
tienen varias fracciones de alta actividad proteolítica .
La producción de enzima cruda desecada por li 
tro de jugo es de 3,3 a 3,7 gramos. Luego de la cromatografía 
en columna se obtiene un producto que representa del 32% (fru­
tos maduros) al 43% (frutos verdes) del contenido inicial de 
proteínas y que conserva el 87-88% de actividad.
c . Propiedades
A diferencia de la que se obtiene de los ta­
llos, la bromelina de frutos es una proteína ácida y parece 
ser homogénea por recromatografía y la electroforesis en ace­
tato de celulosa. Sin embargo también está asociada a una frac
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c i ó n qlucídica de la que no ha nodido ser separada. La bromel1 
na de frutos es asimismo mucho más activa frente a BAA que la 
bromelina de tallos.
He todos modos y al igual que lo ocurrido en 
bromelina de tallos, la a na rente homogeneidad de la bromelina 
de frutos ha sido cuestionada ahora por Ota z t  a l .  (1972), 
quienes sonaran tres componentes de la misma, uno de los cua­
les, de neso molecular 18.000, constituye casi el 90% del to­
tal y es esencialmente similar a uno de los comoonentes sepa­
rados de la bromelina de tallo por los mismos autores.
Recientemente ( Yamada a t  a l . ,  1976) se ha 
consignado la seoaración de una nueva proteasa denominada "bro 
melina de frutos FA^", de neso molecular 31.000 y pl 4,6 que 
es bastante similar a su homologa de tallos, pero que a dife­
rencia de ésta no es una glucooroteína.
PINGUIN I NA
La nincüinina es una enzima nroteolitica pre­
sente en los frutos de B i o m a l l a  p l n g u l n L. (Bromeliaceae), plan­
ta tropical muy abundante en las Antillas, donde se la conoce con 
el nombre vulqar de "maya".
La proteasa es senarada ñor primera vez por 
Asen jo y Fernández (1942) ñor precipitación acetónica, pero no 
muy bien caracterizada. Con posterioridad Messinq a t  a l . (1960) 
aislan la enzima del jugo fresco por fraccionamiento etanólico y 
dan a conocer algunas propiedades de la preparación obtenida. En 
un trabajo siguiente, Messing (1960) constata la presencia de dos 
componentes a los que denomina "pingOi ninas A y B", con distintos 
valores de ounto isoeléctrico y pH óntimo y un comportamiento di­
ferente frente al agregado de sulfato de amonio y a la presencia 
de i ones mag nes i o.
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Toro-Goyco y Matos (1964, 1966) logran un 
avance en el nrocedi miento de purificación y cristalización con 
el uso de la gel-fi 11rae 1ón por SeDhadex G-100. Los resultados 
experimentales indican la presencia de dos macromoléculas, de las 
cuales una sola tiene actividad proteo 1 ítica, confirmando luego 
ñor electrofores is sobre nanel y ultracentrifugación que los fru­
tos de S i o in z l l a  p inguen contienen un solo componente enzimática- 
mente activo.
fin un trabajo posterior, Toro-Goyco a l .  
(1968) consiguen aislar y purificar la enzima sin el uso de reac­
tivos orgánicos, para lo cual proceden a centrifugar a altas ve­
locidades el iuqo de los frutos, precipitando las impurezas por 
el agregado de álcalis y sometiendo el sobrenadante a qel-filtra­
ción a través de Seohadex G-100. El rendimiento obtenido es de
1.3 mg de enzima por 100 mi de juqo, recuperándose totalmente la 
actividad enzimática presente en el mismo. La enzima así obteni­
da es homogénea por electroforesis en papel, ultra centrifugación, 
gel-filtración y cromatografía de intercambio iónico.
La activación ñor agentes tales como 11 o g1 i - 
colato, mercaptoetanol y BAL, así como la fuerte Inhibición ejer­
cida por p-hidroximereuribenzoato (PHMB) y NEM confirman que la 
enzima requiere la presencia de grupos sulfhidrilo para expresar 
su actividad.
Pinqtlinina tiene una temperatura óptima de 
65°C, es muy estable a la desnaturalización ñor calor y muestra 
un pH óptimo en la zona acida (pH 3,8 - 4,0). Los pesos molecula­
res difieren de acuerdo al nH al que fueron determinados: a nH
7.3 es de 19.200 y a nH 4,6 aumenta a 25.400. La enzima se inac­
tiva a pH 7,3 y su actividad aumenta con la disminución del nH, 
existiendo en consecuencia la posibilidad de que la proteasa ac-
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t i v a sea un dfmero y que el valor de peso molecular más alto re­
presente un equilibrio dinámico mo nomé ri co-di mé ri co .
Aún cuando pingüinina y bromelina de tallos 
han sido aisladas a partir de especies pertenecientes a la misma 
familia (Bromeliaceae), muestran propiedades bastante diferentes. 
Pingüinina tiene un máximo de actividad proteolítica a pH 3,8-4 
y bromelina a pH 6, mientras que el pl es de 6,5 para pingüinina 
y de 9,5 para bromelina. La especificidad de sustrato de pingüini 
na es, por el contrario, similar al de papaína por su afinidad 
hacia los péptidos en los cuales el átomo de nitrógeno es aporta­
do por aminoácidos aromáticos. La composición en aminoácidos de 
estas dos últimas proteasas exhibe además un marcado parecido, 
donde la diferencia más significativa está representada por la 
ausencia de me ti onina en papaína y la presencia de cuatro resi­
duos por mol en pingüinina. El contenido en hidratos de carbono 
es similar al de bromelina (1,7 a 1,9% de su peso total), pero 
aún queda por demostrar que pingüinina sea una glucoproteína. Al 
igual que en bromelina, la liofilización ejerce un marcado efecto 
sobre la estructura y actividad de la enzima.
OTRAS PROTEASAS DEL GENERO BR0MELIA
A partir del jugo obtenido por expresión de 
los frutos de cuatro plantas mexicanas pertenecientes al género 
Bnomel ia (8. h ph <¿.KÍaa Lam., 8. katiata.6 L., 8. patmzni Mez y 
8. 6 i j lvd¿t s i ¿6 W i lid. ex S i ms . ) , Cruz <¿t a i .  ( 19 74) aíslan cuatro 
proteinasas sulfhidrí1 i cas de similares características enzimáti- 
cas, a las que denominan respectivamente "hemisfericina", "karata 
si na", "pal me riña" y "si 1 vestrisi na".
El procedimiento de extracción de las enzimas 
se inicia con la expresión de los frutos para obtener un zumo que 
puede conservarse congelado casi indefinidamente sin pérdida apre
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ci able de actividad. La purificación consiste en homogenei zar dos 
volúmenes de jugo con uno de una solución 0,1 M de cloruro de so­
dio y 0,25 M de sacarosa, centrifugando luego en frío a 100.000 g. 
El sobrenadante se hace atravesar una columna de Sephadex G-75, e- 
luyendo con una solución fosfatada de pH 7, con lo que en todos los 
casos se consigue separar tres componentes, de los cuales el que e- 
luye en segundo término es el proteolíticamente activo, que re- 
cromatografi a do y liofilizado se comporta como un componente úni­
co y homogéneo.
Los pesos moleculares de las cuatro enzimas, 
determinados en base a la concentración de grupos ti oles, oscilan 
entre 22.500 y 24.800. La actividad proteolítica es similar, aún 
cuando la actividad esterolítica es mayor en hemisferici na y pal- 
merina que en karatasina y si 1 vestrisi na. No obstante, la activi­
dad de estas enzimas es notoriamente superior a las de pingUinina 
y b romelinas.
Un resultado sorprendente se observa al apli­
car la técnica del enfoque isoeléctrico a las enzimas purificadas 
y aparentemente homogéneas, ya que se obtiene un número variable 
(de 7 en pal me riña a 11 en silvestrisina) de componentes activos, 
comprendidos entre un rango de valores de pH entre 3,4 y 10,4.
Resta aún dilucidar si las formas múltiples de cada enzima son ver­
daderas i soenzimas, es decir moléculas semejantes en las que se han 
producido sustituciones en la secuencia a mi no acídica, o si por el 
contrario hay una única forma molecular que ha sufrido autolisis, 
aún cuando la evidencia experimental indica que en ese caso el pro­
ceso debería haber ocurrido durante la maduración del fruto (Gar­
duño <Lt a i . , 19 74) .
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ACTINIDINA
El conocimiento de que el agregado de frutos 
frescos de "Yang-tao" o "grosella china" (Ac t í n l d l a  ch¿nenó¿¿  
Planch., Dilleniaceae) a las jaleas impedía su gelificación (hecho 
presuntamente debido a la presencia de enximas proteolíticas) lle­
va a Arcus ( 19 50) al aislamiento de una proteasa su1fhidrí1 ica a 
la que denomina "actinidina". La enzima es capaz de degradar la 
hemoglobina aún más rápidamente que la gelatina y en menor medida 
es activa contra peptona y leche pasteurizada. La máxima activi­
dad se logra a pH 4-4,3.
Varios años más tarde McDowall (1970) consigue 
cristalizar la enzima, que se asemeja a papaína por su acción so­
bre BAEE (pH óptimo 5-7, Km 89 mM), siendo capaz de hidrolizar el 
15-20% de los enlaces peptídicos de la gelatina. Su peso molecu­
lar (Sephadex G-50) es de 12.800 í 700 y el pH de mínima solubili­
dad (pl) es 3,1. Por e1ectrofo res is en gel de po1 iacri1 ami da se ad 
vierte la presencia de dos bandas aniónicas, tanto a pH 5 como 8,3 
Pos teriormente Baker (1973) obtiene cristales suficientemente pu­
ros como para ser estudiados por difracción con rayos X, consig­
nando además que la enzima presenta un comportamiento anómalo por 
gel-filtración, ya que el peso molecular es el doble (26.000) cuan 
do se determina por técnicas de u1tracentrifugación. Ultimamente 
el mismo autor (Baker, 1980) ha conseguido determinar la estructu­
ra de la pro teína, que presenta una notable similitud con papaína 
(la correspondencia asciende al 48% de los residuos aminoacídi eos)
AGAVINA
A partir de un polvo acetónico que representa 
el extracto crudo de hojas de "sisal" (Agave ¿ ¿ ó a l a n a (Engelm.) 
Perr., Amary11 i daceae), Tipton ( 1964a) separa siete fracciones pro 
teicas por cromatografía en DEAE-ce 1u1 os a y gel-filtración sobre
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Sephadex G-100, de las cuales cinco (B, C, D, E y F) son proteo- 
líticamente activas frente a caseína y cuatro (B, C, E y F) fren­
te a BAA, pero sus actividades específicas, pH óptimos y pesos mo 
leculares difieren considerablemente entre sí. Ninguno de los com 
ponentes parece depender de la presencia de grupos sulfhidrilos 
para manifestar su actividad. Los componentes C, D, E y F son 
inhibidos por agentes quelantes como la o-fenantroli na, cianuro, 
EDTA o BAL, sugiriendo que probablemente está involucrado un me­
tal en la actividad proteolítica, mientras que la inhibición por 
diisopropilfluorofosfato (DFP) implicaría el requerimiento de u- 
na ser i na activa.
Purificando el extracto crudo por fracciona­
miento etanólico, precipitación con sulfato de amonio y gel-fil- 
tración por Sephadex G-100 se logra separar una entidad enzimáti- 
ca cristal izabl e de acetona fría (Tipton, 1964b) que es indistin­
guible de la fracción F obtenida anteriormente. La enzima tiene 
un pH óptimo 7-8 (BAA), un peso molecular de 52.500 (gel-filtra- 
ción) y para designarla se propone el nombre trivial "agavina".
En estudios posteriores (Tipton, 1965) se con 
firma que agavina es una meta 1oproteína que requiere la presencia 
de al menos un residuo serina en el sitio activo. El metal unido 
a la proteasa es el hierro, que en la enzima nativa está en for­
ma ferrosa y en relación de un átomo gramo por 66.000 g de enzima
Ultimamente (du Toit a l . , 1978) se ha con­
seguido aislar una aminopepti das a de las hojas de "pita" (Agave 
armulcana L.) por fraccionamiento con sulfato de amonio, cromato­
grafía de intercambio (DEAE-Sephadex) y gel-filtración (Sephadex 
G-200). La homogeneidad de la enzima, de peso molecular 86.500, 
es confirmada por e1ectrofo res is , enfoque isoeléctrico, gel-fil­
tración y ultracentrifugación. El punto isoeléctrico de la prote­
asa purificada es 4,53 y contiene un 1,25% de hidratos de carbono
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pareciendo no requerir iones metálicos para su activación. El ana 
lisis de la composición aminoacídica revela que glicina, junto a 
acido aspártico y ácido glutámico representan la tercera parte de 
la molécula, en la que lisina es el residuo C-terminal y leucina 
o isoleucina el W-terminal.
La aminopepti das a en cuestión desarrolla una 
franca actividad frente a diversos sustratos (du Toit y Schabort, 
1978), en los que tanto aminoácidos alifáticos como aromáticos o 
básicos representen el extremo N-terminal. Por otra parte la enzi 
ma carece de actividad endopeptidásica o de cualquier otro tipo 
de actividad proteolítica.
ASCLEPINA
Winnik a l . ( 1940 ) son los primeros en a- 
plicar la denominación "asclepina" para designar a una proteasa 
separada del látex que fluye de los pecíolos de un "vencetósigo" 
(A ¿ c l e p l a *  6pe .c lo¿a Torr., As el epi adaceae) . En un trabajo parale­
lo, Greenberg y Winnik (1940) afirman haber aislado una segunda 
proteasa a partir del látex de A¿ c l c p l a ¿  me.xlc.ana Cav., propo­
niendo las denominaciones "asclepina 4" y "asclepina m" para la 
primera y la segunda, respectivamente. Se trata en ambos casos de 
proteasas sulfhidri 1 icas del tipo de la papaína o de la bromeli- 
na. Algo más tarde Carpenter y Lovelace (1943) determinan el pun­
to isoeléctrico (3,11) de una proteasa a la que se refieren como 
"asclepina" y que suponen igual a la obtenida de A. ¿pe.c.¿o¿a> 
aunque en realidad la obtienen de un macerado de rafees en lugar 
de hojas y de una especie diferente, A. ó i j a í a c a L.
Fue necesario que transcurrieran más de trein 
ta años para que la asclepina volviera a requerir la atención de 
los investigadores: Brockbank y Lynn, en 1979, separan dos grupos 
de proteasas a partir del látex de tallos de A. ¿ y t i l a c a L., por
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aplicación de cromatografía de afinidad órganomercurial-agarosa. 
Cada una de las fracciones enzimáticas (A y B) se resuelve en cin­
co componentes por cromatografía en CM-Sepharose CL-6B, de los cua­
les eligen dos (A^ y B^) para someterlos a purificación y poste­
rior caracterización. Ambos componentes son representantes de dos 
grupos de enzimas claramente diferentes: los valores de los pesos 
moleculares son 21.000 (B^) y 23.000 (A^), los pH óptimos frente 
a caseína son 7-7,5 (B<-) y 7,5-8,5 (A^) y la composición de amino­
ácidos es distinta, aún cuando en ambos el extremo N-terminal es 
leucina. Las propiedades de A^ y B^  son de todos modos compara­
bles con las de otros miembros del grupo de proteasas sulfhidrí- 
licas, así como la presencia de múltiples formas enzimáticas es 
también común cuando el látex es el material de donde proceden 
(ej¡. papaína, quimopapaína y ficina).
Recientemente (Lynn <¿t a l . t 1980) los mismos 
investigadores han analizado cada uno de los cinco componentes 
que integran tanto la asclepina A como la asclepina B, demostran­
do que los miembros de cada grupo están estrechamente relaciona­
dos entre sí, difiriendo unos de otros sólo en algunos residuos 
ami noacídi eos. Sin embargo el grupo de componentes de la asclepi­
na A es distinto al de la asclepina B tanto en la cantidad de re­
siduos de aminoácidos ácidos como básicos y neutros. No hay, em­
pero, grandes diferencias en el contenido de residuos aromáticos, 
pero mientras que los miembros de la serie A contienen dos resi­
duos de me ti onina por molécula, los de la serie B contienen uno 
solo.
CALOTROPINA
Atal y Sethi (1962) denominan "calotropina" 
a una proteasa presente en el látex de Catot>iop¿6 ptiocatia Dry 
(Asc1epi a da ceae) en una proporción del 2-3%. En realidad se tra­
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ta de una mezcla de cinco proteínas, una de las cuales representa 
el 80-90% del peso total. Los autores afirman que es proteolítica 
mente más activa que papaína, ficina o bromelina y que es capaz 
de digerir carne, gelatina y caseína y de coagular la leche (pH 
óptimo 5,5; temperatura óptima 80°C).
Con el mismo nombre ya en 1958 Bose y Madhava 
krishna habían designado a una proteasa sulfhidrílica aislada del 
látex del "madar" ( C a í o t ^ o p í ^  g i g a n t e a R.Br.), a la que posterior 
mente (Madhavakrishna y Bose, 1960) consiguieron cristalizar y de 
terminar su composición aminoacídica. Más recientemente Abraham y 
Joshi (1979a) aíslan dos prote i nasas del látex de la misma espe­
cie, estando ambas unidas a una fracción glucídica. El látex fres 
co se mezcla con buffer fosfato de pH 7 y el sobrenadante que re­
sulta se precipita con acetona, con lo que la fracción hidrocarbo 
nada se reduce en un 80%. Por cromatografía sobre CM-Sephadex C- 
50 consiguen separar dos fracciones con actividad proteolítica, 
a las que denominan "calotropina FI" y "calotropina FII", homogé­
neas por recromatografía en CM-Sephadex C-50, ge 1 -fi 1traci ón en 
Sephadex G-100 y e1ectrofo res is en gel de po1 i acri 1 ami da. Ambas 
proteasas son similares en ciertos aspectos, tales como la tempe­
ratura óptima (65-70°C), la estabilidad térmica (15 minutos a 60- 
65°C sin pérdida apreciable de actividad) y los valores de pH óp­
timos ánte hemoglobi na (pH 4,3 y 8,1 para ambas enzimas). Sin em­
bargo la actividad específica es menor en calotropina-FI, quien 
a su vez contiene mayor proporción de carbohidratos (4%). También 
difieren en el residuo N-terminal y en el pH óptimo para hidroli- 
zar caseína.
Dado que los valores de los pesos molecula­
res (Abraham y Joshi, 1979b) obtenidos por gel-filtración y elec- 
troforesis en gel de dodecilsulfato de sodio (SDS)-poliacrilamida 
son bastante coincidentes (25.700 y 27.230 para calotropina-FI y
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24.550 y 23.300 para ca1 otropi na-FII, respectivamente) es lícito 
suponer que ambas enzimas están constituidas por una única cade­
na polipeptídica. El ensayo de distintos activadores e inhibido­
res comprueba que se trata de enzimas sulfhidrílicas pero que a- 
demás poseen un segundo sitio activo, representado posiblemente 
oir histidina. La composición aminoacídica de las dos proteasas 
es muy similar y recuerda bastante a la de papaína. La actividad 
ami das ica, esteras ica y case i noli tica de calotropina-FII es mayor 
que la de ca 1 otropi na-FI, pero esta última exhibe una mayor acti­
vidad coagulante de la leche. En tal sentido calotropina-FII se 
parece a papaína, en tanto que calotropina-FI se asemeja a quimo- 
pa pa i na .
Ultimamente y también a partir del látex de 
C. Qlgañtzciy Pal y Sinha ( 1980) consiguen separar y cristalizar 
otras dos proteasas sulfhidrílicas a las que denominan "calotro- 
pina-DI" y "ca1otropina-DI I" . Para ello el látex se mezcla con 
un volumen igual de una solución 1 mM de EDTA y 10 mM de tetra- 
tionato de sodio, se enfria y centrifuga y el sobrenadante se pre­
cipita con sulfato de amonio y se redisuelve en buffer fosfato de 
pH 7. Cuando este extracto crudo se pasa a través de una columna 
de CM-celulosa resultan 4 fracciones con actividad enzimática, de 
las cuales una de ellas (fracción D) representa el 60% del total. 
Esta fracción se resuelve en dos componentes activos (calotropi- 
nas DI y DI I) por cromatografía en SP-Sephadex C-50, que pueden 
cristalizarse por enfriamiento de una solución buffer de' fosfa­
tos de pH 7,5 que contiene además EDTA y tetrationato de sodio.
Las dos proteínas cristalizadas son homogé­
neas tanto por cromatografía de intercambio como por electrofore- 
sis en gel de pol i acri 1 ami da o SDS-pol iacri 1 ami da y sedimentación 
en ultracentrífuga. Los pesos moleculares son semejantes: 23.800 
para ca1otropina-DI y 24.200 para ca1 otropi na-DI I . Su composición
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aminoacídica es similar y al igual que papaína no están asociadas 
a una fracción glucídica. Frente a azoalbúmina las condiciones óp 
timas de acción se logran a pH 7,5-8 y 55°C. La actividad case i no 
lítica es un tercio de las de ficina y papaína, pero a diferencia 
de éstas no son activas frente a BAEE, BAPA, BAA, p-tos i 1-L-argi- 
nina me til éster (TAME) y carbobenzoxiglicina-p-nitrofenil éster.
EDESTINASA
La edestina, proteína de reserva del "cáñamo" 
(Cannab l *  ¿ a t l v a  L., Ca nnabi naceae) , se encuentra formando parte 
del cristaloide de los granos de aleu roña, partículas subcelula­
res del tejido de reserva de la semilla (St.Angelo eí a l . ,  1968). 
En un intento de aislar la enzima responsable de la hidrólisis de 
la edestina durante la germinación, St.Angelo <¿t a l .  ( 1969a) con­
siguen separar una proteinasa acida localizada en los propios gra 
nos de aleurona, que alcanza su máxima actividad a pH 3,2 con he­
moglobina como sustrato y a pH 4,3 con su sustrato natural, la e- 
destina. La enzima tiene una temperatura óptima de 53°C, pero re­
siste temperaturas de hasta 75°C.
La proteasa es purificada 25 veces por frac­
cionamiento con sulfato de amonio (St.Angelo <¿t a l . ,  19696 ) y a- 
parece homogénea por ultracentrifugación, con un peso molecular 
de 20.000. No obstante, el análisis electroforético en gel de po­
li acr i lamida revela la presencia de al menos 3 componentes. Los 
autores proponen el nombre de "edestinasa" para denominar a esta 
enzima proteo 1ítica, desatendiendo la sugerencia de Greenberg y 
Winnik (1940) de agregar el sufijo "ina" al nombre del género o 
del epíteto específico de la especie de la cual ha sido aislada 
la enzima.
La edestinasa no es activa por encima de pH 6 
y es inhibida por concentraciones de sustrato (hemoglobina) supe­
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riores a 0,24 mM. Por otra parte, la enzima no es activada por el 
agregado de cisteína o EDTA ni es inhibida por acetato mercúrico 
o NEM, por lo que no se trata de una proteasa sulfhidrí1 ica. Tam­
poco pertenece al "tipo serínico", ya que el agregado de DFP no 
altera su actividad. El ácido fe ni 1pirúvico , inhibidor de prote- 
asas acidas como pepsina o catepsina B, no ejerce efecto sobre e- 
11a. Todas estas características hacen que la edestinasa resulte 
semejante a la catepsina D, que pertenece a un grupo de proteasas 
acidas intracelulares alojadas en los 1 i sosomas de las células del 
cuerpo de los mamíferos, hecho que brinda franco apoyo a la idea 
de considerar a los granos de aleurona de las células vegetales 
análogos a los lisosomas de las células animales, por lo que la 
edestinasa equivaldría entonces, en cuanto a localización y fun­
ción, a una hidrolasa lisosómica (St.Angelo <l £ a l . ,  1970).
E UFO REUNA
Con este nombre Ellis y Lennox (1942) desig­
nan a una proteasa su1fhidrí1 ica separada del látex de Eupkoabla  
l a th i j f U * L. ( E u ph o rb i a ce ae ) por precipitación acetónica del mismo. 
Los autores señalan que la nueva proteasa es tan activa como la 
papaína y la tripsina comerciales. La enzima tiene un pH óptimo 
de 6 y es capaz de degradar caseína, ovalbúmina y hemoglobina des­
naturalizada. Casi al mismo tiempo Castañeda-Agulló <¿£ a l .  (1943) 
describen con el mismo nombre a una proteasa aislada del látex de 
una especie del mismo género, Eupl io \bia  ceal¿<¿tia Alcocer. Tam­
bién se trata aquí de una tiol-proteinasa, ya que es activada por 
cisteína y cianuro e inactivada por peróxido de hidrógeno.
La ausencia de trabajos posteriores impide en 
este caso conocer el grado de similitud que pudiera existir entre 
ambas preparaciones enzimáticas.
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HURI NA
Cuando se separa la corteza de los tallos o 
se cortan las raíces de Huía c í e . p i t a n * L. (Euphorbiaceae), cono­
cida en Venezuela como "jabillo", exuda un líquido marrón, turbio 
y cáustico. Por centrifugación de este exudado y agregado de ace­
tona al sobrenadante, Jaffé (1943a) consigue separar una protea- 
sa a la que denomina "hurina", capaz de digerir gelatina y pepto- 
na y de coagular la leche. El punto isoeléctrico de la enzima se 
halla dentro del rango de pH 4 a 5 y su actividad es máxima en me­
dio alcalino, no resultando activada por el agregado de cisteína 
pero sí fuertemente inhibida por la i neorporación de iodo, nitra­
to de plata o cloruro mercúrico.
La hurina también es capaz de degradar albú­
mina de huevo y sustratos sintéticos tales como la benzoi1 -L-argi- 
nina metil éster (BAME), donde la actividad hidrolítica se ve fuer­
temente incrementada por adición de hierro al estado ferroso (Seidl 
y Gaede, 1961). El efecto del ion ferroso parece ser específico, 
pues los iones calcio, magnesio, manganeso y férrico no ejercen 
ninguna acción, en tanto que cinc, cadmio y níquel inhiben la ac­
ción proteolítica. El hierro forma un complejo reversible con la 
enzima, del cual aquél puede ser desplazado tanto por iones inhi­
bidores de su acción (cinc) como por complejantes (EDTA).
MEXI CAI NA
Con este nombre se designó a una proteinasa 
aislada y posteriormente cristalizada (Castañeda-Agul1 ó e t  a l . ,  
1945) del látex de los frutos del "cuaguayote" { P i l e n *  mexicana*  
I.M. Johnston), árbol que crece en estado silvestre en las regio­
nes subtropicales de México y que pertenece a la misma familia 
(Caricaceae) que la especie productora de papaína.
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Para extraer la enzima (Soriano <¿t a l . ,  1975 ) 
se parte del látex fresco, al que se le adiciona cloruro de sodio 
0,1 M. Luego de centrifugar a 10.000 g, el sobrenadante es someti 
do a gel-filtrac ion sobre Sephadex G-75, con lo que se obtienen 
dos fracciones, la primera de las cuales retiene la actividad pro 
teolítica y cuyo pl es 9,12. Una posterior purificación se logra 
por cromatografía de intercambio iónico sobre CM-celulosa, consi­
guiendo de esta forma una actividad específica 5 veces superior a 
la del látex desecado. La enzima es homogénea, de peso molecular 
31.100, siendo lis i na el aminoácido N-terminal y alanina el C-ter 
mi nal, careciendo de me ti onina.
La posibilidad de que la mexicaína participe 
en reacciones reversibles de asociación ya había sido postulada 
al determinar el peso molecular de la misma por dosaje de grupos 
tioles (Cruz <¿t a l . ,  1974 ), donde la diferencia entre los valores 
obtenidos fue atribuida al promedio de una cierta proporción de 
monómeros y dímeros, hecho luego confirmado por gel-fi 1tración ; 
entre pH 3,8 y 8 el grado de asociación está aparentemente limi­
tado a la formación de dímeros (Ramírez a t  a l . ,  1976).
El pH óptimo de acción enzimática de la mexi­
caína frente a caseína es de 8,5 a 9, aumentando la actividad al 
doble en presencia de cisteína, lo que confirma su condición de 
enzima de tipo sul fhi dril i co (I nei-Shi zuk awa <¿t a l . ,  1976 ). Tam­
bién se ha efectuado un detallado estudio en relación al efecto 
que ejercen el pH, la temperatura y los agentes reductores en la 
estabilidad de la enzima (Romero Castilla et a l . ,  1976).
P0MIFERINA
A partir de los frutos verdes, de la "naranja 
osage" ("osage orange"), un arbusto muy difundido en el oeste de
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los Estados Unidos de Norteamérica ( M a d u r a  pom¿úe.sia Schneid., Mo- 
raceae), Tauber y Laufer (1949) separan una proteasa no sulfhidrí- 
1 ica a la que denominan " pomiferi na". La enzima se extrae tanto 
del látex como del jugo de los frutos verdes. En el primer caso 
el látex es extraído con cloroformo para eliminar gomas y luego 
desecado (rendimiento: 0,08% con respecto a los frutos verdes).
Por su parte el jugo se trata con dos volúmenes de etanol de 95% 
y el precipitado obtenido se seca al vacío y a temperatura ambien­
te (rendimiento: 2,14% con relación al jugo). La enzima es activa 
entre pH 4,32 y 8,45 y su pH óptimo frente a gelatina es 6,45. Es 
menos activa que papaína y no es inhibida por el sulfito de sodio.
SOLANINA
En 1940 Greenberg y Winnik comunican la sepa­
ración de una proteasa presente en los frutos de Solanum etaeagní-
★
{¡olium Cav. (So 1 a na ceae) , a la que denominan "solanina" . La enzi­
ma se extrae macerando los frutos en una solución diluida de fos­
fatos de pH 7,5 y precipitando luego el sobrenadante que resulta 
de la centrifugación del extractivo con sulfato de amonio. El pre-
* En el t r a b a j o  m e n c i o n a d o  los a u t o r e s  r e c o m i e n d a n  el uso de la t e r ­
m i n a c i ó n  "ain" a g r e g a d a  al n o m b r e  de la e s p e c i e  p a r a  d e s i g n a r  a 
las p r o t e a s a s  v e g e t a l e s .  Es n e c e s a r i o  s e ñ a l a r  que en la p r e s e n t e  
r e v i s i ó n  se ha a d o p t a d o  el c r i t e r i o  de c o n v e r t i r  la t e r m i n a c i ó n  
"a in"  del n o m b r e  i n g l é s  en el s u f i j o  " i na " al t r a d u c i r l o  al c a s ­
t e l l a n o .  La a d o p c i ó n  de la t e r m i n a c i ó n  " i n a "  en l u g a r  de " a í n a "  
es m a t e r i a  o p i n a b l e  y p u e d e n  e s g r i m i r s e  a r g u m e n t o s  c o n s i s t e n t e s  
t a n t o  a f a vo r como en c o n t r a  de una u o t r a  a l t e r n a t i v a .  De todos 
m o d o s  y al h a b e r s e  o p t a d o  po r  la p r i m e r a  de e l la s,  el v o c a b l o  
i n g l é s  ¿ o l a n a ¿ n  e s c o g i d o  po r los a u t o r e s  p a r a  d e s i g n a r  a la p r o ­
te as a a i s l a d a  de S o l a n u m  e l a e a g l ¿ u m  d e b e  t r a d u c i r s e  ó ola nina, 
aun a s a b i e n d a s  de la c o n f u s i ó n  a la que p u e d e  dar l u g a r  con el 
a l c a l o i d e  h o m ó n i m o .  En todo c a s o  y a t e n d i e n d o  a la p r i o r i d a d  que 
le c o r r e s p o n d e  al a l c a l o i d e  por h a b e r  s i d o  a i s l a d o  (y así d e n o ­
m i n a d o )  con a n t e r i o r i d a d ,  q u i z á s  c o n v e n d r í a  u t i l i z a r  la d e s i g n a ­
ción ó O lana, na- pfio taaó a u o t r a  e q u i v a l e n t e  para e v i t a r  p o s i b l e s  
eq u í v o c o s  .
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cipitado que se obtiene se redisuelve en agua y se reprecipita con 
4 volúmenes de acetona (rendimiento: 0,8 g de enzima por 100 g de 
frutos frescos. Se trata de una enzima no sulfhidrílica que actúa 
frente a caseína, hemoglobina y ovalbúmina a pH óptimo 8,5 y que 
resulta estable por calentamiento a 75°C durante 51 minutos.
TABERNEMONTANINA
Del jugo obtenido por expresión de los frutos 
de TabeJinaamo n tana  gtiand¿ gloria Jacq. (Apocy naceae ) , un arbusto que 
crece en Venezuela, Jaffé (19436) informa haber separado por pre­
cipitación acetónica una tiol-proteasa diez veces más activa que 
la papaína cruda y con un pH óptimo 5-6, determinado sobre gela­
tina. El autor consigna asimismo que el jugo recogido durante el 
mes de abril es activado tanto por cisteína como por cianuro, pe­
ro que no ocurre lo propio si es recolectado en julio, hecho que 
atribuye a la presencia hipotética de un activador de aparición 
estacional.
PROTEASAS DE CEREALES
ARROZ
Recientemente se ha detectado la presencia de 
actividad proteásica en hojas de "arroz" [Ofi lza c a t i v a  L. cv. Rat- 
na), manifestada a través de la capacidad para hidrolizar hemoglo­
bina y en menor medida seroalbúmina bovina. La actividad es mayor 
cuando la enzima es extraída y ensayada con buffer tris-malato de 
pH 7 que cuando se hace lo propio con buffer fosfato o citrato de 
pH 7. La preparación enzimática exhibe una marcada dependencia con 
respecto a los grupos sulfhidrilos, sin los cuales no es activa. 
Las condiciones óptimas se obtienen a pH 7 y 40°C. La actividad 
específica en hojas separadas de la planta aumenta a medida que
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progresa la senescencia de la misma, al mismo tiempo que disminu­
ye el contenido en proteínas totales (Kar y Mishra, 1977).
Doi (¿t a l . ( 1980a) han conseguido separar 3 
carboxipeptidas as de semillas y plántulas de 0 \ i z a  ¿ a t l v a  L. cv. 
Nihonbare, todas activas sobre carbobenzoxi-L-fe ni 1 al a ni na-L-ala- 
nina (Z-Phe-Ala). Una de ellas (pH óptimo 4,5) se encuentra prin­
cipalmente en semillas en dormancia y en el endosperma de semillas 
germinadas, la segunda (pH óptimo 5,5) no está presente en semi­
llas, aparece durante la germinación y predomina en las hojas de 
la planta madura, mientras que la última (pH óptimo 7) es detecta­
da únicamente en raicillas y talluelos de plantas jóvenes.
La carboxipeptidasa de semillas es luego pu­
rificada por cromatografía en CM-Sephadex y ge 1 -fi 1tración . Tiene 
un peso molecular de 110.000 pero por electroforesis en gel de SDS- 
poliacrilamida aparecen dos subunidades de pesos moleculares 35.000 
y 21.000. La enzima es inhibida por DFP a pH 7 y es muy estable 
en el rango de pH 2,5 a 8,5 (Doi o.t a l . ,  19806 ).
AVENA
La senescencia de las hojas de "avena" se evi­
dencia a través de una pérdida de clorofila y de proteínas, acom­
pañada en este último caso por un incremento proporcional del con­
tenido de aminoácidos libres, hecho que está evidentemente rela­
cionado con la presencia y actividad de enzimas proteolíticas.
Mediante un laborioso proceso de extracción 
y purificación que incluye una combinación de técnicas tales co­
mo precipitación con sulfato de amonio, cromatografía de afinidad 
sobre hemoglobi na-Sepha rose y de intercambio iónico sobre DEAE- 
Sephadex, Drivdahl y Thimann (1977) consiguen separar dos prote- 
asas de las hojas senescentes de A vena c a t i v a  L. cv, Victory, a- 
sí como pequeñas cantidades de una tercera enzima de pH Óptimo 3,5.
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El peso molecular de las dos principal es pro- 
teasas es cercano a 76.000 y ambas resultan sorprendentemente es­
tables ante condiciones térmicas exigentes, siendo su temperatu­
ra óptima de 50°C. Se trata sin embargo de dos proteasas dife­
rentes, una de ellas neutra (pH óptimo 6,6) y aparentemente de 
tipo su1fhidrí1 ico (la concentración óptima de mercaptoetanol es 
10 mM) y la otra acida (pH óptimo 4,2); en este caso la actividad 
disminuye notablemente con concentraciones de mercaptoetanol su­
periores a 1 mM.
Estudios posteriores (Drivdahl y Thimann,
1978) demuestran que la proteasa acida es inhibida por fluoruro 
de fenilmetilsulfonilo pero no por iodoacetamida, en tanto que 
la proteasa neutra es inhibida por ambos. Estos resultados, jun­
to con el comportamiento observado frente al mercaptoetanol, su­
gerirían que la enzima neutra es efectivamente una proteasa sul- 
fhidrílica y que en cambio la enzima acida pertenece al tipo se- 
r í n i c o .
Las dos proteasas degradan una serie de sus­
tratos proteicos, pero su velocidad de digestión es diferente: la 
proteasa acida (que es una endopepti dasa) es más activa frente a 
hemoglobina, en tanto que la proteasa básica presenta mayor ac­
tividad frente a seroalbúmina bovina, gelatina, caseína y azo- 
coll y la caracterización de sus productos de digestión indican 
que se trata de una exopeptidasa.
CEBADA
Hace algunos años Burger y Siegelman (1966) 
comprobaron la presencia de actividad BAPA-ásica en la capa aleu- 
ronífera de cariopses de "cebada" (Hondeum vulgari<¿ L.) y de un 
inhibidor de la misma en tejidos ambrionarios y en plántulas. Pos­
teriormente Burger <¿t a i .  ( 1968) caracterizan dos peptidasas a
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partir de granos germinados: una de ellas "cebada-peptidas a A" se 
muestra activa frente a BAPA, es poco resistente al calor y a va­
lores bajos de pH, requiere concentraciones relativamente altas 
de calcio y de magnesio y tiene baja especificidad de sustrato; 
la otra ("cebada-peptidasa B") tiene acción sobre BAEE, es inac­
tivada a valores altos de pH , es más resistente al tratamiento tér 
mico que la anterior, no requiere iones metálicos para su activa­
ción y presenta una mayor especificidad de sustrato. Sin embargo 
ninguna de las dos hidroliza proteínas, por lo que no parecerían 
responsables de la hidrólisis de las proteínas del endos perma du­
rante la germinación.
Una electroforesis posterior en gel de p o 1 i - 
acrilamida permite purificar la cebada-peptidasa A, que además 
muestra actividad frente a BAEE. Asimismo se revisa la especifi­
cidad de sustrato de la misma, observando que es mayor cuando el 
grupo carboxilo es aportado por un aminoácido aromático y el gru­
po a mi no por lis i na (Moeller <¿t a i . ,  1969). Se señala asimismo la 
presencia de otras enzimas, entre las cuales hay una con actividad 
sobre acetato de a-naftilo (ANA), para la que se propone la desig­
nación de "cebada-peptidasa C" (Burger a i . , 1970).
En granos de cebada germinados, Mikola y Koleh 
mainen (1972) mencionan la existencia de al menos 8 diferentes pep 
tidasas: 3 carboxipepti das as , 3 ami no pepti das as que actúan sobre 
L-aminoaci1 - 3-nafti 1 ami das y dos peptidasas que hidrolizan uniones 
Ala-Gli y Leu-Tir. De ellas, dos carboxipeptidas as han sido estu­
diadas con mayor detalle: una fue separada por cromatografía sobre 
Sephadex G-100 y CM-celulosa, no muestra actividad endopeptidási- 
ca ni di peptidásica, es estable en un rango de pH de 3 a 6 en buf- 
fer succi nato y la cisteína actúa como estabilizador de la activi­
dad enzimática (Moeller (¿t a i ., 1970); la otra tiene un pH óptimo 
de 5,2 y carece de actividad sobre di o tripéptidos, es inactivada
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por DFP y en base a su a c t i v i d a d  s o b r e  BAEE y al v a l o r  de Km se 
c o n s i d e r a  i d é n t i c a  a la c e b a d a - p e p t i d a s a  B antes c i tad a ( M i k o l a  
y P i e t i l á ,  1972). A s i m i s m o ,  de las tres a m i n o p e p t i d a s a s  se p u r i f i ­
có una de ellas ( K o l e h m a i n e n  y M i k o l a ,  1971), con pH ó p t i m o s  p a ­
ra la h i d r ó l i s i s  de L - a m i n o a c i 1 - 3 - nafti 1 ami das y d i p é p t i d o s  de 
7,2 y 5,8 a 6,5, r e s p e c t i v a m e n t e .  La a c t i v i d a d  de la e n z i m a ,  de 
peso m o l e c u l a r  6 5 . 0 0 0 ,  a u m e n t a  con los r e a c t i v o s  s u l f h i d r f 1 i eos , 
no es a f e c t a d a  por DFP ni EDTA y es i n h i b i d a  por el p - e l o r o m e r c u -  
ri b e n z o a t o  ( P C M B ) .
El e n d o s p e r m a  del gran o de c e b a d a  c o n t i e n e  a l ­
r e d e d o r  de los dos terc i o s  de las p r o t e í n a s  de r e s e r v a  del m i s m o  
y el pH i n t e r n o  d u r a n t e  la g e r m i n a c i ó n  es de 5 a 5,2, un v a l o r  al 
cual las c a r b o x i p e p t i d a s a s  son muy a c t i v a s .  Ya qu e es tas  e n z i m a s  
e s t á n  p r e s e n t e s  en a lta s c o n c e n t r a c i o n e s  en e s t e  t e j i d o ,  es p r o ­
b a b l e  que j u e g u e n  un rol c e n t r a l  en la m o v i l i z a c i ó n  de las p r o t e ­
ínas de r e s e r v a  d u r a n t e  la g e r m i n a c i ó n .
C E N T E N O
Las s e m i l l a s  de " c e n t e n o "  ( S e c a £ e  ce'ieaíe L.) 
c o n t i e n e n  una e n z i m a  p r o t e o l í t i c a  c apaz de h i d j r o l i z a r  B A P A  ( D u ­
ra e v s k y y B e l o z e r s k y ,  1974). La e n z i m a  fue p u r i f i c a d a  140 veces 
por f r a c c i o n a m i e n t o  por D E A E - S e p h a d e x  A-50 , s u l f a t o  de a m o n i o ,  
c¡ e 1 - f i 1 1 rae i ó n por S e p h a d e x  G-75 y d i á l i s i s  f r e n t e  a agua d e s t i l a ­
da. La p r o t e i n a s a  es h o m o g é n e a  por ul t r a c e n t r i f u g a c i ó n  y e l e c t r o -  
í o r e s i s  en gel de poli a c r i 1 ami da y es i n h i b i d a  t o t a l m e n t e  por DFP, 
por lo que a p a r e n t e m e n t e  se t r a t a  de una h i d r o l a s a  s e r í n i c a .  E s ­
tudios p o s t e r i o r e s  ( D u n a e v s k y  y B e l o z e r s k y ,  1980) c o m p r o b a r o n  que 
la e n z i m a  es s i n t e t i z a d a  de n o v o  d u r a n t e  el c urs o de la g e r m i n a ­
ción..
MAIZ'
Los c e r e a l e s  c o n t i e n e n  en sus g r a n o s  un g r u p o
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de proteínas de reserva (prolaminas) que se caracterizan por su 
naturaleza hidrofóbica y cuyos representantes más conocidos son 
la gliadina del trigo, la hordeína de la cebada y la zeína del ma­
í z .  El contenido en proteínas de reserva disminuye rápidamente du­
rante la germinación del grano, proceso en el cual están obviamen­
te involucradas proteasas específicas.
Harvey y Oaks (1974) señalan la presencia de 
enzimas pro teol í ti cas en el endosperma de "maíz" (Zea may¿> L.), 
determinando que la preparación enzimática tiene un pH óptimo de 
3 , 8  y una temperatura óptima de 46°C frente a hemoglobina, consig­
nando que se trata de endopepti das as capaces además de degradar 
nliadina, edestina, seroa 1búmina bovina y en forma parcial zeína 
y  g 1 u te 1 i na .
La degradación de zeína es investigada espe­
cíficamente por Fujimaki z t  a l .  (1977) en relación con la activi­
dad proteásica, que se incrementa notablemente durante la germina­
ción del grano de maíz. El extracto crudo obtenido muestra un má­
ximo de actividad a pH 3 frente a caseína y a pH 4,5 frente a zeí­
na. Dado que la adición de 2-me reaptoeta no 1 incrementa sensible­
mente la capacidad hidrolítica, los autores presumen que las pro­
teasas responsables son de tipo su1fhidrí1 ico .
Continuando el trabajo anterior, Abe z t  a l .  
(1977) logran purificar la enzima por medio de precipitación frac­
cionada con sulfato de amonio, cromatografías sobre CM- y DEAE-ce- 
lulosa, ge 1 -fi 11raci ón con Sephadex G-100 y electroforesis en gel 
de po1 i acri1 a mi da. La proteasa purificada tiene un peso molecular 
de 21.000 y un pl de 2,3 o menor, mientras que el pH óptimo usan­
do hemoglobina desnaturalizada como sustrato es cercano a 3. No 
obstante ello la enzima no es, de acuerdo a la clasificación ini­
cialmente propuesta (c¿. pág. 1), una proteinasa acida, ya que no 
es inhibida por el di azo-a ceti 1 -DL-norleuci na metil éster (DAN-0-
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Me). Tampoco es una proteasa serínica por ser insensible al DFP 
ni una me tal oproteiñas a porque tanto el EDTA como los iones metá­
licos ejercen sólo un ligero efecto sobre la actividad. Por el 
contrario, el agregado de compuestos con grupos tioles y de re­
activos sulfhidrílicos aportan una evidencia contundente de que 
se trata de una proteasa su1fhidrí1 ica, a pesar de la marcada a- 
cidez que requieren las condiciones óptimas de acción.
Un estudio posterior (Abe a l ., 1978) sobre 
la especificidad de sustrato de esta proteasa sulfhidrí1 ica permi 
4e determinar que la enzima hidroliza preferentemente los enlaces 
peptídicos adyacentes al grupo carboxilo de aminoácidos aromáti­
cos, luego de lo cual las carboxipeptidasas atacarían las frac­
ciones peptídicas formadas para liberar definitivamente aminoáci­
dos aromáticos al medio, hecho que explicaría la temprana apari­
ción de este tipo de aminoácidos durante las primeras etapas de 
la germinación (Fujimaki a l ., 1977). Este comportamiento abre 
un nuevo interrogante en cuanto a la clasificación de la enzima, 
ya que a pesar de ser de tipo su1fhidrí1 ico se asemeja por su es­
pecificidad de sustrato a pepsina, que como ya vimos constituye 
el "modelo" de proteasa ácida.
A título confirmatorio de las experiencias 
anteriores, los mismos autores (Abe ct  a t . ,  1980) aíslan del en- 
dosperma del grano un par de sustancias inhibidoras de la acción 
proteásica, de pesos moleculares 9.500 y 13.000, cuya especifici­
dad inhibitoria es remarcable sobre proteasas sulfhidrí1 i cas co­
mo papaína, bromelina y ficina. Naturalmente que ello obligó a 
estudiar la relación entre actividad proteolítica y actividad 
inhibitoria durante la germinación del grano, comprobando que la 
última decrece rápidamente a medida que la primera aumenta. El he 
cho parece indicar que los inhibidores de proteasas impiden la de 
gradación de las proteínas de reserva durante la dormancia de los
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granos, regulando así la actividad proteolítica, la que sólo se 
pone de manifiesto cuando se dan las condiciones propias de la ger­
minación.
La actividad proteolítica de extractos de ho­
jas de maíz también ha sido estudiada. Por homogeneización en frío 
con buffer fosfato de pH 6,2 seguida de centrifugación a 2.500 rpm 
y ulterior diálisis frente a agua destilada, Klein y Harpaz (1965) 
obtienen una preparación con actividad proteolítica y esterolíti­
ca , medidas frente a caseína y ca rb obe n zo xi - L- t i ros i na-p-ni t rof e- 
ni 1 áster, respectivamente. El extractivo crudo se purifica por 
pasaje a través de DEAE-celulosa aplicando un gradiente lineal de 
cloruro de sodio en buffer fosfato 0,01 M de pH 6,2, con lo que 
ambas actividades específicas (proteolítica y es tero 1ítica) se in­
crementan 5 veces. Las condiciones óptimas de acción se consiguen 
a pH 6-6,4 y a 40-45°C y aparentemente un grupo sulfhidrilo esta­
ría involucrado en la expresión de la actividad enzimática.
TRIGO
Prentice e t  a i . (1968) demostraron que en los 
granos de "trigo" (Tn í t i cu m a e s t í v u m L.) germinados se encuentran 
hidrolasas peptídicas similares a las descriptas en granos de ce­
bada. Al efectuar la comparación de las enzimas de trigo con es­
tas últimas en cuanto a su estabilidad térmica, pH óptimos, esta­
bilidad a diferentes valores de pH, constantes cinéticas y efecto 
de iones metálicos, pudo comprobarse que los granos de trigo con­
tienen una peptidasa neutra muy similar a la cebada-peptidasa B. 
Del mismo modo y luego de una extensa purificación de la fracción 
que contiene las hidrolasas ácidas pudo establecerse que en granos 
de trigo existen dos entidades enzimáticas distintas: una de ellas 
similar a la cebada-peptidasa A y una segunda peptidasa ácida que 
es mucho más resistente a la acidez y a la desnaturalización por
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calor. El pH óptimo de acción de esta última es aproximadamente 
pH 7, no hidroliza la hemoglobina ni la caseína y frente a una va­
riedad de péptidos simples revela poseer un grado de especificidad 
bajo (Prentice <¿t a l .  , 1969).
Posteriormente Preston y Kruqer (1976) logran 
purificar dos enzimas proteolíticas de granos germinados, ambas 
con actividad carboxipeptidásica. Son capaces de liberar rápida­
mente aminoácidos de hemoglobina y de gluten e hidrolizan la car- 
bobenzoxi-fenilalanina (Z-Phe), son inhibidas por DFP pero no son 
afectadas por sales, EDTA ni bajas concentraciones de reactivos 
su1fhidrí1 i eos. Los pesos moleculares aproximados de las mismas 
son 55.000 y 61.000 .
Con respecto a la actividad proteolítica en 
hojas, recientemente Frith <¿t a l .  ( 1978) consiguen purificar tres 
proteinasas por cromatografía de afinidad sobre hemoglobina-Se- 
pharose 4B que habían sido previamente aisladas en DEAE-cel ul osa. 
Los mismos autores (Peoples a l ., 1979 ) informan haber separado 
seis hidrolasas peptídicas con acción sobre ribulosa-l,5-difosfa- 
tocarboxi1 asa, que además son capaces de degradar hemoglobina.
PROTEASAS DE CUCURBITACEAS
CALABAZA BLANCA
Hace varios años Deb-Sarma (1942) consiguió 
extraer y caracterizar parcialmente una enzima proteolítica del 
sarcocarpo (mesocarpo carnoso) de la "calabaza blanca" ("white 
gourd"), nombre trivial de la especie monotípica Bzn lncaóa  c£>U- 
h<¿>ia Savi, observando que las condiciones óptimas de acción fren­
te a gelatina como sustrato se logran a pH 8,6 y a 60°C y que la 
enzima no es afectada por la presencia de cianuro, sulfuro de hi­
drógeno, glutatión o ácido ascórbico, por lo que no se trataría 
de una proteasa su1fhidrí1 ica.
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Aplicando un procedimiento de extracción y pu 
rificación similar al utilizado para extraer la proteasa de Cucu- 
mfó meto, Kaneda y Tominaga (1977) completan aquella primera in­
formación, al determinar que la enzima tiene un peso molecular de 
50.000, con un pH óptimo de 9,2 frente a caseína y una temperatu­
ra óptima de 70°C. La enzima no es afectada por la adición de re­
activos sulfhidrílicos ni por metales y sí lo es por DFP, confir­
mando que se trata de una proteinasa serínica de propiedades no­
tablemente semejantes a las de la enzima de melón.
MELON
En 1975 Kaneda y Tominaga purifican una pro­
teinasa presente en el sarcocarpo de una variedad de "melón" muy 
cultivada en Japón, Cucumló meto L. cv. Prince, que proviene de 
la hibridación de C. meto L. cv. Makuwa Makino x C. meló L. var. 
SLetlculatu.6 Naud. Para obtener la enzima utilizan un tratamiento 
con fibras de CM-cel.ul osa, seguido de una precipitación fracciona 
da con sulfato de amonio, cromatografía sobre CM-celulosa y gel- 
filtración con Sephadex G- 7 5 . La preparación enzimática obtenida 
se presenta homogénea por electroforesis en gel de po1 i ac ri lami­
da, el peso molecular se estima en 50.000 y el análisis de amino­
ácidos indica la presencia de 475 residuos y de al menos 7 moles 
de hexos a .
Utilizando caseína como sustrato se puede es­
tablecer que el máximo de actividad se localiza en la región al­
calina (pH 9-11) y que la temperatura óptima es de 70°C (deter­
minada a pH 7,1). La enzima es inhibida por DFP pero no es afec­
tada por compuestos tales como cisteína y me reaptoetano 1, por lo 
que se trataría de una proteinasa serínica.
Frente a la cadena B-insulínica reducida y 
carboxime ti 1ada muestra una destacada especificidad de sustrato,
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ya que desdobla preferentemente las uniones peptídicas en las que 
el grupo carboxilo es aportado por un aminoácido ácido, especifi­
cidad confirmada a través de la hidrólisis de péptidos sintéti­
cos. La liberación de alanina y de 1 i si na desde el extremo C-ter- 
mi nal de la cadena B-insulínica sugiere además la presencia de una 
carboxipeptidas a en la preparación enzimática de melón.
ZAPALLO
Mediante un complejo sistema de extracción y 
purificación que incluye tratamientos con sulfato de prota mi na y 
cromatografía en Sephadex G-50 y DEAE-ce 1u1 os a, Ashton y Dahmen 
(1967a) consiguen separar dos aminopeptidasas similares de los co­
tiledones de C u c ú r b i t a  máximo. Duch. cv. Hubbard, con similar espe­
cificidad. Frente a L-1eucinamida el pH óptimo es 7, mientras que 
la actividad aumenta linearmente de 25°C a 45°C, llegando a tri­
plicarse dentro de ese rango. Ambas aminopeptidasas son activadas 
por iones magnesio y manganeso e inhibidas por EDTA, sulfato de 
amonio y cloruro de sodio en elevada concentración. La preparación 
enzimática así obtenida, con un grado de purificación de 110 ve­
ces en relación al extracto crudo, muestra dos picos por ultracen- 
trifugación y también dos bandas por e1ectrofo resis en gel de po- 
liacrilamida, revelando la existencia de dos enzimas de estrecha 
similitud, situación que no logra resolverse por aplicación de gra­
dientes lineares y no lineares de cloruro de sodio sobre DEAE-ce- 
lulosa ni por gel-fi 11rae ión a través de Sephadex G-100 o G-200 
ni Biogel P-100 o P-200. Por otra parte se comprueba la existen­
cia de una tercera aminopeptidas a que es separada durante el pro­
ceso de purificación.
La inclusión de una etapa de precipitación a- 
cetónica permite a los autores (Ashton y Dahmen, 19676) purificar 
1962 veces una de las dos aminopeptidasas de la mezcla no resuelta
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en la experiencia anterior. La enzima resulta ser una dipeptidasa, 
estable hasta 85°C y con un rnago de pH óptimo de 8 a 8,5.
Finalmente Ashton y Dahmen (1968) consiguen 
aislar la tercera peptidasa antes mencionada, que a diferencia 
de la anterior no es activa frente a dipéptidos y resulta inacti­
vada por el agregado de magnesio, cobalto, cinc, EDTA y cisteína. 
Tiene un pH óptimo de 8 frente a g 1 i ci 1 - gl i c i 1 - gl i ci na y es esta­
ble durante cinco minutos a 45°C.
PROTEASAS DE LEGUMINOSAS
ARVEJAS
A partir de una variedad de "arveja" muy cul­
tivada en Australia ¿a£¿vum L. cv. Greenfeast), Elleman
(1974) ha conseguido separar dos aminopeptidasas y una prolina- 
iminopeptidasa. Las enzimas se extraen a pH 7,5 con una solución 
de EDTA 2 mM, se someten a fraccionamiento con sulfato de amonio 
y se separan por CM- y DEAE-celulosa. Las tres son capaces de hi- 
drolizar uniones peptídicas de L-aminoaci1-3-nafti1 ami das. Las dos 
aminopeptidasas (API y AP2) han sido purificadas y parcialmente 
caracterizadas; tienen pesos moleculares de 58.000 (API) y 74.000 
(AP2), considerablemente menores que los que habitua1mente mues­
tran las de origen animal, de las cuales difieren además por no 
ser metalopeptidasas. Una de ellas (API) exhibe una alta especi­
ficidad de sustrato, ya que hidroliza únicamente enlaces en los 
que el grupo carboxilo es aportado por un aminoácido con residuo 
hidrofóbico, recordando en este sentido a la aminopeptidasa de ce­
bada separada por Kolehmainen y Mikola (1971).
Dos años más tarde y del mismo material vege­
tal Caldwell y Sparrow (1976) consiguen separar mediante un inten­
so proceso de purificación con DEAE-celulosa dos hidrolasas, ambas 
activas frente a BAPA. Las propiedades de ambas enzimas son prác­
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ticamente las mismas: tienen un peso molecular de 65.000 y un 
pH óptimo cercano a 7 y sus constantes de velocidad difieren sólo 
mínimamente. No hidrolizan caseína pero son activas frente a pe­
queños péptidos que contengan aminoácidos básicos en el extremo 
carboxílico de la cadena. Las evidencias recogidas durante el en­
sayo con varios inhibidores parecerían indicar que se trata de en­
zimas de tipo serínico.
Mediante una cuidadosa investigación sobre la 
actividad aminopeptidásica de extractos de arvejas, los mismos au­
tores (Caldwell y Sparrow, 1980) separan una aminopeptidasa de al­
to peso molecular (alrededor de 500.000) con alta especificidad 
para péptidos en los que el residuo N-terminal es ácido glutámico
0 ácido aspártico. Utilizando como sustrato glutaril-fenilalanina- 
p-nitroañil i da (GrPPA) comprueban que la reacción transcurre en 
dos etapas: 1) GrPPa -+ ácido glutárico + feni 1 a 1 ani na-p-ni troani -
1 i d a y 2) fe ni 1 a 1 a ni na-p-ni t roa ni 1 i da -> feni lal ani na + p-ri troani - 
lida, siendo la segunda de ellas catalizada por la aminopeptidasa 
AP2 de Elleman (1974) y la primera por la nueva aminopeptidasa ais­
lada, para la que propoenen la denominación AP3, que al igual que 
las otras dos ami no pepti dasas de arvejas parece ser de tipo sul-
f h i d r í 1 i c o .
MANI
De las semillas no germinadas de "maní" A'i.a- 
ch¿6 hypogaea L.) Carne ron y Mazelis (1971) consiguen aislar una 
peptidasa que denominan "araquina" y a la que logran purificar 325 
veces a partir de un extracto seco acetónico. La enzima presenta 
una banda principal y de una a tres bandas secundarias menores 
cuando se examina por olectroforesis sobre yol de po1 i acri 1 amida.
No actúa sobre caseína, di meti 1 -caseína ni so roa 1búmi na bovina, 
pero hidroliza los sustratos sintéticos BAPA (Km 10 mM, pll Ópti­
mo 8,1) y BAEE (Km 110 mM, ptl óptimo 7,5).
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Algo más tarde Mainguy a l . ( 1972) separan 
del extracto de cotiledones de plántulas de 6 días de germinación 
una enzima con actividad BAPA-ásica, a la que purifican por trata­
miento con sulfato de amonio, ajuste de pH y cromatografía de in­
tercambio aniónico. El peso molecular es de 60.000 (Sephadex G- 
200) y las condiciones óptimas de actividad se logran dentro de 
un rango de temperaturas de 25°C a 36°C, a pH 7,4. Las experien­
cias con sustancias inhibidoras indican que en el sitio activo de 
la enzima no hay grupos su1fhidri1 os, pero por ser inactivada por 
DFP podría tratarse de una peptidasa serínica.
MUNG
El "mung" o "poroto mung de la India" corres­
ponde a la especie Phaócoluó aufie.u6 Roxb., para la que se acepta 
también la sinonimia Pha6eolu6 n ad i a tu 6 L. (Burkart, 19 52 ). Por 
ser Ph.a6e.ola6 un género muy afín a V¿gna, no es de extrañar el u- 
so de una nueva combinación para el "mung", de acuerdo con lo que 
establecen las reglas de nomenclatura botánica: Mlgna n a d l a t a (L.) 
Wilczek, que resultaría sinónimo de las anteriores.
A partir de semillas de Pha6eolu6 ausieu6, Chu 
(1963) extrae una proteasa que luego de ser purificada por fraccio 
namiento con sulfato de amonio y precipitación acetónica incremen­
ta 35 veces su actividad. La enzima es capaz de degradar BAA (pH 
óptimo 5,2-6,5) y hemoglobina (pH óptimo 4,5), es inhibida por el 
DFP y no es afectada por cisteína, i odoacetamida o EDTA, debiendo 
incluírsela entonces dentro de las proteasas serínicas.
Recientemente Baumgartner y Chrispeéis (1977) 
comunican haber aislado una endopeptidasa de cotiledones de lUgna  
KadU at a, de peso molecular 23.000, pl 3,75 y de naturaleza sulfhi- 
drílica. La enzima es especialmente apta para la degradación de 
vicilina, que constituye el principal reservorio proteico del mung
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POROTOS
Como consecuencia de la necesidad de confirmar 
resultados obtenidos al investigar los residuos C-terminales de 
virus aislados de "porotos" ( P h a * qo Cu* vulga-t ió L. cv. Prince), 
Wells aísla en 1965 una enzima proteolítica de plántulas de esta 
especie. El extracto enzimático se obtiene macerando la planta y 
practicando un fraccionamiento con sulfato de amonio sobre el lí­
quido de expresión. La enzima se purifica luego por cromatografía 
sobre DEAE-ce 1u1 os a, demostrando tener una actividad carboxipep- 
tidásica definida, dando negativos los tests para metaloprotea- 
sas y proteasas sulfhidrílicas.
La presencia de otras entidades enzimáticas 
que acompañan a la carboxipeptidasa parcialmente purificada es 
confirmada en un trabajo posterior (Wells, 1968), en el que a par­
tir de las hojas se aíslan tres enzimas con actividad sobre case­
ína a pH 6. Por pasaje a través de DEAE-celulosa se separa una de 
ellas (proteinasa "a"), pero la mezcla de las otras dos requiere 
el uso de ge 1 -fi 11rae ión sobre Sephadex G-75. Una de ellas (pro­
teinasa "b" ) tiene un peso molecular de 45.000, mientras que la 
segunda, de peso molecular 120.000, es la única con actividad car- 
boxipeptidásica comprobada, proponiéndose denominarla "faseoli na" .
La velocidad de liberación de los residuos 
C-terminales de los sustratos susceptibles a la acción de la f a - 
seolina depende en parte de la calidad del residuo C-terminal, pe­
ro más aún de la naturaleza del penúltimo aminoácido, que en caso 
de tratarse de un aminoácido aromático provoca un notorio aumento 
de la actividad carboxipeptidásica (Carey y Wells, 1972).
Utilizando DFP32, que inhibe la actividad de 
la faseolina, se demuestra que el sitio de reacción está repre­
sentado por un único residuo de serina y que la secuencia de ami­
noácidos adyacentes al sitio activo es Glu-Ser-Tir. Esta secuencia
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es diferente a la de otras enzimas del mismo tipo, confirmándose 
asimismo que faseolina es una típica carboxipeptidasa serínica 
(Shaw y Wells , 1972) .
También a partir de hojas de la misma espe­
cie, Racusen y Foote (1970) aíslan una endopeptidasa activa sobre 
caseína y hemoglobina, con un rango de pH óptimo entre pH 9 y 10, 
un pl de 8,8 y un peso molecular de alrededor de 100.000, lo que 
descarta una similitud con la prote i nasa "b" de Wells.
De las semillas de otra variedad cultígena 
( Pha¿ e.olu¿ vu lgas i l ¿ L. cv. Perlicka) se ha conseguido también ais­
lar una proteasa sulfhi drilica de bajo peso molecular ( 26.000 a 
21.500), cuyo aminoácido C-terminal es isoleucina (Vavreinova y 
T urkova, 19 75 ).
SOJA
Laufer e l  a l .  (1944) son los primeros en demos­
trar la presencia de un sistema proteásico en granos de "soja" [Gly-  
r in<¿ max (L.) Merrill), para el que proponen el nombre de "soyi­
ra" , determinando que las proteasas no son extraíbles con agua pe­
ro sí con mezclas acuosas de glicerol al 30-50% y que el pH óptimo 
de acción sobre caseína es pH 7.
Posteriormente Ofelt e t  a l .  (1955) postulan 
aue la fracción enzimática está unida en el grano a algún componen­
te insoluble y que sometiendo la harina dispersa en agua a vibra­
ciones ultrasónicas o a un tratamiento mecánico de extracción se 
consigue un extracto acuoso activo que no es afectado por la pre­
sencia de una serie de agentes oxidantes y reductores entre los 
que se encuentra la cisteína, por lo que sorprende su afirmación 
posterior de que las proteasas presentes en harina de soja son de 
"tipo papaína". El pH óptimo de acción sobre caseína es algo menor 
(pH 4-6) al consignado por los primeros autores.
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Weil z t  a l . ( 1966 ) confirman estos últimos va­
lores (pH óptimo 5,5 con caseína como sustrato), determinando ade­
más que las condiciones óptimas se logran a 50°C, si bien la en­
zima es estable durante 30 minutos a temperaturas que no excedan 
los 40°C. Comprueban en este caso un ligero aumento sobre la acti­
vidad al incorporar cisteína, así como el efecto inhibitorio del 
iodoacetato y la carencia de acción del cianuro sobre la actividad 
proteásica, hechos que parecerían dar algún sustento a la idea de 
clasificarla como una proteasa sulfhi drilica. Por cromatografía 
sobre DEAE-ce 1u1 os a y usando un gradiente de elución con buffer 
acetato consiguen separar 6 fracciones activas que en conjunto re­
presentan el 78% de la pro teína, lo que significa un incremento 
de 95 veces la actividad inicial. Las propiedades de cada una de 
las fracciones es investigada a continuación (Pinsky y Grossman, 
1969), comprobando que los valores de pH óptimo varían dentro de 
un rango estrecho (pH 5-5,4) , que son ligeramente inferiores a 
los del extracto crudo (pH 5,5). No obstante los valores de Km 
frente a po1 i-L-g1utámico muestran mayores diferencias (de 50 a 
333 mM), en tanto que el comportamiento frente a varios sustratos 
sintéticos es sustancial mente distinto.
Algunos años después Katsimpoolas z t  a l .
(1971), partiendo de un extracto seco acetónico obtienen una 
"fracción proteica soluble de pH 4,5" que contiene una proteasa 
capaz de hidrolizar BAPA y L-aminoaci 1 - 3 - nafti 1 ami das. La enzima 
es purificada por enfoque isoeléctrico y su pl es 4,8. La máxima 
actividad frente a BAPA se manifiesta a pH 8 ,2-8,5 y es ligerame- 
te activada por iones calcio y magnesio. Recientemente (Dumitru, 
1973) se ha informado el aislamiento de una L-argininamida hidro- 
lasa cristalizada a partir de una solución etanólica y con un pe­
so molecular de 138.000.
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VEZA
Las enzimas proteolíti cas de la "arvejllla" o 
"veza común" (Vicia cativa L.) han recibido preferente atención de 
parte de investigadores rusos. En 1973 Koroleva ct al. estudian la 
correlación entre el pH y la actividad proteásica en cotiledones, 
determinando que en los granos de aleurona existe actividad mani­
fiesta, con máximos a pH 3,8 y 7,2 y que en la fracción cltoplas- 
mática los valores óptimos se hallan a pH 4,8 y 5,8.
Zemchik ef ai. (1973 ) purifican un extracti­
vo de semillas por cromatograffa sobre hidroxiapatita, DEAE-celu- 
losa y Sephadex G-100, con lo que la actividad inicial sobre BAPA 
aumenta 950 veces. La peptidasa parcialmente purificada presenta 
una actividad máxima a pH 8, tiene un peso molecular de 70.000 y 
us de tipo sulfhi dril i co. La preparación contiene otra enzima que 
Midroliza fenilalanina- p-nitroanilida (PPA) y su especificidad 
de sustrato es semejante a la de las peptldasas de soja y de ceba­
da. La BAPA-asa presente tanto en cotiledones como en plántulas 
parece ser la misma (Zemchik t at. , 1 9 7 3 ). Estudios posteriores 
(Zemchik ct at., 1975) han comprobado que la enzima tiene estruc­
tura cuaternaria y que está compuesta de cuatro subunidades de 1- 
déntico peso molecular.
CARBOXIPEPTIDASA DE ALGODON
Interesados en determinar los mecanismos regu­
ladores del desarrollo y maduración de los cotiledones de semillas 
de algodón durante la embriogénesis y la germinación, Ihle y Dure 
(1972a) constatan la aparición de actividad proteolftica a las 24 
horas de iniciada la germinación, que aumenta hasta el cuarto día 
y luego disminuye progresivamente. Dado que no hay división celu­
lar en los tejidos cati 1edonari os durante ese lapso, concluyen que 
la proteasa se sintetiza de novu durante la germinación, si bien
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el mRNA responsable de su síntesis ya habría sido transcripto du­
rante la embri ogénesis.
Para extraer la enzima se hacen germinar semi­
llas de "algodón" (Go¿ tjpíum h(fii>utum L. cv. Coker 413, Malvaceae) 
y se retiran los cotiledones a los cuatro días, que son desengra­
sados y extraídos luego con buffer fosfato de pH 6 ,6 . De esta for­
ma se obtiene el extracto crudo, que puede purificarse 2 . 0 0 0  vec,es 
por fraccionamiento con sulfato de amonio, cromatografía de inter­
cambio sobre DEAE-celulosa, diálisis y gel-filtración por Sephadex 
G-150 .
La proteasa extraída resulta ser una carboxi- 
peptidasa con actividad esteras ica, de peso molecular aproximado
85.000 y que por electroforesis en gel de poliacrilamida evidencia 
ostar compuesta de tres subunidades polipeptídi cas no idénticas, 
de pesos moleculares 24.000, 31.000 y 33.000. Es capaz de hidroli- 
zar BAEE y otros varios sustratos estéricos, polipéptidos peque- 
dos y proteínas desnaturalizadas y parece carecer de especificidad 
en cuanto al aminoácido C-terminal de la cadena peptídica, ya que 
incluso prolina puede ser hidrolizada.
Tanto la actividad esterásica como la carboxi- 
peptidásica son inhibidas por DFP, indicando que la enzima emplea 
un mecanismo hidrolítico "tipo serina". Se requieren dos moléculas 
de DFP por mol de enzima y si se incorpora DFP radioactivo se com­
prueba que son dos las cadenas afectadas, confirmando la existen­
cia de dos sitios activos en cadenas separadas. La digestión de la 
enzima produce un sólo péptido con radioactividad, indicando que 
la secuencia de aminoácidos alrededor de ambos sitios activos es 
la misma (Ihle y Dure, 19726).
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CARBOXIPEPTIDASA DE FRUTOS CITRICOS
En 19 73 Kubota <¿t a l . aíslan del exocarpo de
CitAu¿ n a t A u d a ld a l Hayata (Rutaceae) una carboxipeptidas a a la que 
denominan "carboxipeptidasa C^" y que es capaz de liberar aminoá­
cidos neutros, ácidos, básicos e incluso prolina del extremo C- 
terminal de dipéptidos ^-substituidos. La enzima posee una débil 
actividad esterásica pero carece de actividad aminopeptidásica o 
endopeptidásica. Tiene un pH óptimo de 5,5 sobre carbobenzoxi-L- 
glutámico-L-feni 1 a 1 anina (Z-Glu-Phe), es fuertemente inhibida por 
DFP y el cloruro mercúrico pero no por otros iones metálicos, EDTA, 
o -fe nantrol i na, NEM, DTT ni MIA. El PCMB ejerce una ligera activa­
ción a pH 7. La enzima es homogénea por e1ectrofo res is en gel de 
pol iacri 1 ami da y ultracentrifugación y tiene un peso molecular es­
timado en 93.000.
CARBOXIPEPTIDASA DE TOMATE
Por remoción de las hojas inferiores de plan= 
tas de "tomate" ( LijcopeAólcum a¿c u lzn tum Mili., Solanaceae), Walker- 
Simmons y Ryan (1980) consiguen incrementar tres veces el conteni­
do normal en carboxipepti dasa de las hojas superiores. La enzima 
se purifica por precipitación con sulfato de amonio, cromatografía 
de afinidad y gel-filtración y es homogénea tanto por electrofore- 
sis a pH 4,3 como por enfoque isoeléctrico. El punto isoeléctrico 
es 5,2 y el peso molecular 105.000.
Además de la actividad carboxipeptidásica, e- 
videnciada a través de la hidrólisis secuencial del extremo C-ter­
minal de la cadena B de la insulina, la enzima posee también acti­
vidad esterásica (pH óptimo 6-7) y peptidásica (pH óptimo 8 ). La 
enzima es inhibida por DFP e incorpora una mol de DFP-(H3) por mol 
de enzima, lo que revela la presencia de un único residuo de seri-
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na en el centro activo. La actividad peptidásica y la esterásica 
son fuertemente inhibidas por el cloruro mercúrico pero no por 
PHMB o iodoacetamida.
ENDOPEPTIDASA DE LOTO
A partir de semillas de "loto" (Ne.lu.mbo nuc¿-  
esia Gaertn., Nymphaea ceae) Shinano e t  a l .  ( 1966 ) obtienen un ex­
tracto crudo con actividad proteolítica por fraccionamiento de los 
extractivos con sulfato de amonio y posterior tratamiento con fos­
fato ácido de calcio. El extracto crudo es capaz de hidrolizar ca­
seína (pH óptimo 2,5) y hemoglobina (pH óptimo 3,5) y es muy ter­
cio lábil (la actividad original disminuye al 17% al cabo de diez 
minutos a 50°C y al 11% a 60°C en el mismo lapso). Por cromatogra­
fía en CM-celulosa y gel-filtración con Sephadex G-100 se logra 
aumentar 278 veces la actividad inicial, pero de todos modos la 
preparación no es homogénea.
Por tratamiento ácido, seguido de fraccionamien­
to con sulfato de amonio, precipitación alcohólica, cromatografía 
en DEAE-ce 1u1 os a y gel-filtración sobre Sephadex G-100, Shinano 
y Fukushima (1969) logran purificar 870 veces la enzima, que aho­
ra resulta homogénea por e 1 ectrofo res is y ultracentrifugación. Se 
trata de una proteasa ácida, activa frente a caseína y hemoglobina, 
en tanto que otras proteínas tales como edestina, zeína y las glo­
bulinas de la propia semilla de loto son sólo débilmente hidroli- 
zadas. Las condiciones de máxima estabilidad se logran a pH 4, por 
debajo de 40°C. No es una enzima sulfhidrílica y su actividad es 
completamente inhibida por el permanganato de potasio, marcadamen­
te inhibida por dodecilsulfato de sodio (SDS) y acelerada por el 
peróxido de hidrógeno.
Los valores estimados para el peso molecular 
por el método de sedimentación-difusión y Sephadex G-100 fueron
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de 36.800 y de 35.500, respectivamente y 
encuentra dentro del rango de pH 3-4. La 
permanganato de potasio y la a c e t ilación 
ti ros i na juega un pepel importante en la 
nano y Fukushima, 1971).
el punto isoeléctrico se 
acción inhibitoria del 
revelan que el residuo 
actividad enzima tica (Shi
ENDOPEPTIDASA DE TABACO
A partir de hojas senescentes de "tabaco" (MZ- 
c o t l a n a  t.abacum L., Solanaceae), Hochkeppel ( 1973 ) consigue sepa­
rar una endopeptidasa que hidroliza uniones peptídicas entre resi­
duos a minoacídicos hidrófobos. Se trata de una molécula pequeña, 
de peso molecular 9.000 a 10.000, cuyas condiciones óptimas de ac­
ción se logran a pH 5 y 40°C. La enzima es homogénea por electro- 
foresis en gel de po1 iacri1 ami da y es capaz de degradar el 30% de 
las proteínas presentes en el sistema lamelar. Las hojas aún ver­
des, por el contrario, muestran actividad proteolítica escasa o 
nula.
PROTEASA ACIDA DE SORGO
Por extracción acetónica y posterior purifi­
cación del extracto crudo por medio de fraccionamiento con sulfa­
to de amonio y cromatografía en DEAE-celulosa, Garg y Virupaksha 
(1970a) logran cristalizar una proteasa presente en cotiledones 
de "sorgo" (Sofighum vu£gasie. Pers., Gramineae). La proteasa no con­
tiene serina ni cisteína en el sitio activo ni tampoco tiene reque 
ri miento de iones metálicos para poner de manifiesto su actividad 
proteolítica, que es máxima a pH 3,6 y desaparece por encima de 
pH 5 cuando se ensaya sobre seroalbúmina bovina, por lo que los 
autores estiman que se trata de una "proteasa ácida". La enzima 
es homogénea por electroforesis en gel de poliacrilamida y tiene
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un peso molecular estimado en 80.000 (Sephadex G-150).
Los mismos investigadores (Garg y Virupaksha, 
1970b) también estudian la especificidad de sustrato de la enzima, 
determinando que hidroliza con exclusividad los enlaces peptídi- 
cos en los que está involucrado el grupo carboxílico de los áci­
dos aspártico o glutámico, cuyas cadenas laterales no deben estar 
sustituidas (uniones en las que participan asparagina o glutamina 
no resultan hidrolizadas) . La proteasa acida de sorgo podría re­
sultar un reactivo valioso en el análisis secuencial de proteínas.
PROTEINASAS DE PAPA
En una investigación orientada a determinar 
la presencia y magnitud de la actividad pro te olí tica en tejidos 
vegetativos de "papa" (Solanum tube./io¿um L. cv. Russet Burbank), 
Santarius y Belitz ( 978) establecen que los niveles enzimáticos 
más altos se detectan en raíces y en hojas, de donde separan y 
caracterizan tres diferentes proteinasas. Una de ellas está pre­
sente únicamente en hojas y es activa frente a BAPA, resultando 
máxima la actividad a pH 8,6-9 y temperatura de 25°C; tiene un 
peso molecular estimado en 70.000, un pl de 4,25 y se trataría 
de una enzima serínica. La segunda no está presente en hojas sino 
en raíces (y en menor medida en tubérculos), es activa frente a 
benzoi1 -L-ti ros ina-p-nitroani1 i da (BTPA), tiene un pH óptimo de 
8 , 6  y una temperatura óptima de 40°C; su peso molecular es mucho 
mayor (150.000 a 200.000), el punto isoeléctrico es más alto (pH 
4,8 a 5,3) y es inhibida por agentes reductores como cisteína, cia 
nuro y me reaptoetano 1 . Finalmente la tercera proteasa se encuentra 
preferentemente en raíces, aún cuando también está presente en con 
centraciones menores en tubérculos y en escasa cantidad en hojas. 
Sus características son las siguientes: es activa frente a alani na
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p-nitroani1 i da (APA) y 1 eucina-p-nitroani1 i da (LPA), el pH óptimo 
es cercano a 9, la temperatura óptima es también de 40° C, el peso 
molecular y el punto isoeléctrico son similares a los de la BAPA- 
asa (70.000 y pH 4,5), pero en este caso se trata de una enzima 
sulfhidrílica.
PROTE INASAS DE RICINO
En endosperma de la semilla de "ricino" o "cas­
tor" (R¿c-ínu¿ commun¿6 L., Eupho rb i aceae) contiene dos aminopepti- 
dasas de tipo sulfhidrí1 ico que hidrolizan la L-1eucina-3 -nafti 1a- 
mi da (LNA) a pH óptimos de 7 y 7,5. Durante la germinación apare­
cen además en el endosperma una proteasa sulfhidrílica capaz de di­
gerir la hemoglobina, una carboxipeptidasa serínica y al menos dos 
BANA-asas (N-benzoi1 -DL-argi ninamida-3 -nafti 1 ami dasas) también sul- 
fhidri1 o-dependientes . La carboxipeptidas a es especialmente activa 
frente a W-carbobenzoxi-L-fe ni 1 a 1anina-L-Leuci na (Z-Phe-Leu) y a 
carbobenzoxi-L-ti ros ina-L-1eucina (Z-Tir-Leu). Los valores de pH 
óptimos para las proteasas, la carboxipeptidas a y las BANA-asas 
son 3,5-4, 5-5,5 y 6 -8 , respectivamente. Los datos obtenidos indi­
can que las aminopeptidas as están involucradas en la movilización 
temprana de las proteínas de reserva del endosperma, en tanto que 
las demás actuarían luego de producida la germinación (Tul 1 y y Be- 
evers , 1978) .
PROTE INASAS DE TRIGO SARRACENO
De las semillas de "trigo sarraceno" (Fagopysium 
zócuientum Moench., Polygonaceae) , Belozersky <¿t a l .  aíslan una 
pro te inasa serínica del tipo de la tripsina, capaz de hidrolizar 
BAPA. Posteriormente Iordan y Belozersky (1975) consiguen purificar 
315 veces una ti o 1 -prote i ñas a por tratamiento con acetona, precipi­
tación fraccionada con sulfato de amonio, cromatografía sobre CM-
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Sephadex y enfoque isoeléctrico. La enzima es homogénea por elec- 
troforesis en gel de po1 iacri 1 a mi da, es activada por cisteína e 
inhibida por PCMB y tiene un peso molecular de 75.000, determinado 
por gel-filtración a través de Sephadex G-100. La activación de la 
misma por cisteína, 2-mercaptoetano 1 y DTT, la inhibición por PCMB 
y la ausencia de inhibición por DFP y EDTA confirman que se trata 
de una proteasa sulfhi drilica . Las fracciones glutelina y globulina 
de la semilla son hidrolizadas por la enzima, por lo que la princi­
pal función de la misma sería la de degradar las proteínas de re­
serva (Iordan y Belozersky, 1976).
Posteriormente Emtseva y Belozersky (1977) con­
siguen purificar 400 veces una BAPA-asa de peso molecular 60.000-
70.000 y pl 4,5 que es homogénea por enfoque isoeléctrico y elec- 
troforesis en gel de po1 iacri 1 ami da. Se trata de una endopeptidasa 
que hidroliza fuertemente protaminas, débilmente histonas y caseí­
na o glutelinas y resulta inactiva frente a albúminas y globulinas 
s e m i nales.
ENZIMAS PROTEOLITI CAS DE PLANTAS INSECTIVORAS
La fantasía popular ha alimentado el mito de 
la existencia de "plantas carnívoras", cuando en rigor son unas po­
cas las especies capaces de aprovechar nitrógeno orgánico, general­
mente aportado por pequeños insectos. Estas plantas están provis­
tas de un sistema enzimático proteolítico que preferentemente actúa 
en medio ácido. Amagase ( 1972) comprobó que la secreción de Ñepen-  
the.¿ spp. (Nepenthaceae) contiene cuatro componentes proteásicos 
por análisis electroforético en gel de poliacrilamida, que puede 
ser purificada para separar un solo constituyente principal. Esta 
preparación posee propiedades estrechamente relacionadas con la 
enzima aislada de Vno6<¿tia pe. l ta . ta Smith ( D ros e ra ceae ), que muestra
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un máximo de actividad sobre caseína a pH 3, es insensible a la 
acción de DFP y PCMB y muestra una singular especificidad de sus­
trato, desdoblando selectivamente aquellos enlaces en los que el 
grupo carboxilo es aportado por ácido aspártico, alani na o lisina.
Lobareva eí a l .  (1973) aíslan a partir de Ne- 
pe.nthe.¿ spp. una proteasa a la que denominan " nepe n tes i na" y que 
tiene un pH óptimo de 1,8 a 2,4 (sustrato: hemoglobina). La inac­
tivación total de la enzima por inhibidores específicos de prote- 
asas ácidas (W-diazoacetil-W'-2',4-dinitrofeniletilendiamina en 
presencia de iones cobre) indica una marcada similitud con pepsina.
Toekes eT a l .  ( 1974 ) también denominan "nepen- 
tesina" a una preparación enzimática separada de las estructuras 
secretoras de Nzpznthe.* macean l a  ne.1 Hamsl., que resulta estar in­
tegrada por al menos dos componentes enzimáticos, de pesos molecu­
lares 59.000 (el de mayor proporción) y 21.000. También se señala 
en este caso el notorio parecido con pepsina.
Ultimamente Clancy y Coffey (1977) comprueban 
la secreción de una proteasa acida que no es inhibida por NEM al 
"alimentar" ejemplares de VfioAzna Aotun cU^o l l a L. con gelatina.
La secreción comienza el primer día y alcanza su máximo a los cua­
tro días.
III. A N T E C E D E N T E S ,  O B J E T I V O S  
Y A L C A N C E S  D E L  T R A B A J O
Bn.ome.Z¿a es un género americano originario de 
zonas tropicales, integrado por unas sesenta especies que desde las 
Antillas y México se extiende por Sudamérica hasta el norte de Ar­
gentina, adonde llegan solamente cuatro especies: BA.ome.lla b a l a n *  ae  
Mez, 8 . hiena  vujmi Mez, B. J a e i n í o * a  Mart. y 8 . óenna Griseb.
Las especies argentinas han sido objeto de un 
detallado estudio en la Cátedra de Botánica: al análisis de las es­
tructuras secretoras presentes en los frutos, responsables de la 
producción de gomas (Nájera, 1974), le sucedieron trabajos sobre a- 
natomía foliar (Castells y Nájera, 1974) y sobre quimiotaxonomfa de 
flavonoides (Galdeano y García, 1975) y de los propios exudados go­
mosos (Caffini <¿t a l . , 1976).
Precisamente al estudiar las propiedades de las 
gomas que en todos los casos aparecen entre los frutos (Pfirter y 
Cozzarin, 1971; Pfirter ¿ t  a l . , 1973 a y b), se advirtió la presen­
cia de actividad casei no 1 ítica en el jugo obtenido por expresión de 
los mismos. Esta prematura observación de la actividad enzimática
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e x h i b i d a  por p r e p a r a c i o n e s  o b t e n i d a s  en c o n d i c i o n e s  p r e c a r i a s  nos 
a l e r t ó  a c e r c a  de la p o s i b i l i d a d  de e n c o n t r a r n o s  f r e n t e  a nuevas  
f u e n t e s  de e n z i m a s  p r o t e o l í t i  cas v e g e t a l e s ,  c o n s t i t u y e n d o  el p r i n ­
cipal j u s t i f i c a t i v o  de la e l e c c i ó n  del tema.
En esta o p o r t u n i d a d  se ha p r o c e d i d o  a a i s l a r  y 
c a r a c t e r i z a r  los p r o d u c t o s  e n z i m á t i c o s  p r o v e n i e n t e s  de tres de las 
e s p e c i e s  c i t a d a s ,  en ra z ó n  de las d i f i c u l t a d e s  h a b i d a s  para o b t e ­
ner fr uto s de 8. en c o n d i c i o n e s  a p r o p i a d a s .
La i n f o r m a c i ó n  que se o b t e n g a  s o b r e  la p o t e n ­
cia e n z i m á t i c a  y las c o n d i c i o n e s  de a c c i ó n  de es tas  p r o t e a s a s  p o ­
dría s u g e r i r  la r e a l i z a c i ó n  de e n s a y o s  r e f e r i d o s  a la p o s i b i l i d a d  
de su a p l i c a c i ó n  en el camp o f a r m a c o l ó g i c o  e i n d u s t r i a l ,  en c u y o  
caso p o d r í a  d i s p o n e r s e  de s u c e d á n e o s  a d e c u a d o s  para r e e m p l a z a r  p r o ­
duc tos  que no se p r o d u c e n  en el país.
IV. M A T E R I A L
DESCRIPCION BOTANICA Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA 
DE LAS ESPECIES ESTUDIADAS (Castellano, 1945)
8 nomulla.  balanAaz. Mez es una planta perenne, 
estolonífera, de aproximadamente medio metro de altura, provista 
de hojas alargadas y de consistencia coriácea, de 0,80 a 1,50 m 
de largo y armadas de fuertes aguijones en el margen. La infru­
tescencia es cilindrica y está constituida por numerosas bayas e- 
1 i psoi dales anaranjadas o amarillentas, de 4 a 5 cm de largo y 2 
cm de diámetro, fibrosas y comestibles. La planta vegeta a la som­
bra de grandes macizos arbóreos ("islas"), extendiéndose desde Bra­
sil y Paraguay (especialmente por la parte oriental) hasta Argen­
tina (Corrientes y Misiones).
Bn.omo.Ha hiíWonijmi Mez es también estolonífe- 
ra y forma matorrales, con hojas erguidas de 0,40 a 0,70 m de lar­
go, glaucas, de punta prolongada y a veces esclerosada, con los 
bordes armados de aguijones oscuros y curvos. Las flores, de 4 a 
5 cm de largo, están ubicadas en las axilas de pequeñas brácteas, 
formando grandes panojas terminales, glabras y purpúreas. Las bayas
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son fusiformes y fibrosas, parecidas por su color y forma a los 
dátiles, de unos 5 cm de largo por 2 cm de diámetro. Se extiende 
desde Paraguay, por Bol i vi a, hasta Argentina, donde puede encon­
trársela en zonas de vegetación xerófila de Jujuy, Salta, Tucu- 
mán, Santiago del Estero y Chaco.
B >io me l i a  l a c i n i a  ha Mart. es similar a 8 . ba- 
<.an¿ae pero su porte es ligeramente mayor. Presenta hojas exter­
nas que pueden superar los 2 m de largo, fuertemente armadas y 
sin tricomas en la cara inferior (Castells y Nájera, 1974); las 
internas poseen aguijones menos consistentes. La infrutescencia 
es cilíndrico-alargada, laxa en la parte inferior y densa en la 
superior. La especie se extiende desde Brasil hasta el NE de Ar­
gentina (Misiones).
PROCEDENCIA DEL MATERIAL Y EPOCA DE RECOLECCION
i] l o  me l i a  ba l anó ae Mez
El material estudiado proviene de la locali­
dad de Esquina (Corrientes) y fue recolectado en abril de 1978.
Bi  o m e l l a  h i e l o  ny mi Mez
Los frutos proceden de las proximidades de la 
ciudad de Santiago del Estero y fueron recolectados en diciembre 
de 1977.
B i o m el l a  l a c i n i a d a  Mart.
La especie, citada para la Argentina por Mez 
y de la que Castellanos manifestara "no haber hallado ninguna es­
pecie parecida", ha sido recogida en la localidad de Tres Fronte­
ras (Misiones) en mayo de 1978.
V. M E T O D O S
EXTRACCION DEL JUGO Y AISLAMIENTO DE LAS ENZIMAS CRUDAS
El método de obtención de las enzimas crudas co­
rresponde al descripto por Heinicke y Gortner (1957), con las modi­
ficaciones introducidas por Ota eí a i . (1964). Los frutos, libera­
dos de hojas y de brácteas, fueron pesados y exprimidos por medio 
de una prensa hidráulica (400 kg/cm ), previa disección de los mis­
mos en cuatro porciones mediante un corte transversal y otro longi­
tudinal. Al jugo obtenido (pH 3,8 a 4,1), enfriado a 4°C, se le a- 
dicionó lentamente un volumen de acetona fría, originándose así un 
cesado precipitado de aspecto mucilaginoso que fue descartado. Al 
líquido sobrenadante se le agregaron dos volúmenes de acetona fría, 
con lo que se obtuvo un precipitado enzimáticamente activo, que fue 
separado por centrifugación a 3.000 g en centrífuga refrigerada, 
secado en desecador de vacío y pulverizado en un pequeño mortero.
La solución sobrenadante no tiene actividad proteolítica detecta- 
ble, por lo que fue descartada. Todas estas operaciones fueron lle­
vadas a cabo en una cámara frigorífica a 0-4°C.
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA
Para determinar la actividad proteolítica de 
las enzimas crudas se adoptó el método de Kunitz (1947) modifica­
do por Ota eí a£.(1964). El mismo consiste básicamente en dejar 
actuar a la proteasa sobre la caseína, produciéndose así la hidró­
lisis parcial del sustrato con liberación de péptidos y aminoáci­
dos; al agregar ácido trieloroacético al 5% precipita el resto de 
la caseína no degradada, quedando en solución los productos de la 
hidrólisis, que son evaluados es peetrofotométricamente a 280 nm 
en una celda de 1 cm.
La solución de caseína se preparó suspendiendo 
0,5 g de caseína (Hammarsten) en 1 0 0  mi de la solución reguladora 
elegida. Esta suspensión se calentó durante 15 minutos en baño hir- 
viente hasta completar la disolución de la proteína.
A cada tubo se le adicionaron 0,5 mi de una so­
lución de la enzima en agua bi destilada (0 , 8  mg/ml), un mi de ca­
seína al 0,5% en buffer fosfato de sodio 0,1 M (pH 7,8) y 0,5 mi 
de una solución del activador elegido. Después de 20 minutos a 40°C 
se agregaron 3 mi de ácido trieloroacético al 5%, se filtró por pa­
pel y se determinó espectrofotométricamente la absorbancia del lí­
quido sobrenadante a 280 nm (Beckman M-26).
Las condiciones indicadas fueron luego modifi­
cadas en forma alternada para determinar los valores óptimos de pH, 
temperatura y concentración de distintos activadores.
Los resultados consignados en cada uno de los 
ensayos se obtuvieron al promediar por lo menos 8 determinaciones.
A los valores de cada lectura espectrofotométrica se le descontaron 
los correspondientes a los blancos, realizados en las mismas condi­
ciones .
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a. Comportamiento frente a distintos activadores
Se aplicó la técnica anteriormente descripta, 
pero variando en cada caso tanto el activador empleado como la 
concentración del mismo, con el objeto de determinar en primer 
término si poseían o no capacidad activadora sobre las enzimas 
crudas y en caso afirmativo para establecer la concentración óp­
tima de cada uno de ellos.
Se ensayaron los siguientes activadores: mer- 
captoetanol, cisteína, cianuro de sodio y EDTA en concentracio­
nes crecientes (2,5 mM, 6,25 mM, 12,5 mM, 17,5 mM y 25 mM.
b. Determinación de la temperatura óptima
De acuerdo a los valores obtenidos en el ensa­
yo anterior, se repitió la técnica indicada con el agregado del 
activador más eficaz a su óptima concentración, variando en este 
caso las temperaturas a las que se efectuaron las determinacio­
nes (entre 20°C y 70°C).
c. Determinación del pH óptimo
Las determinaciones se llevaron a cabo tenien­
do en cuenta los resultados de los ensayos anteriores, es decir 
en condiciones óptimas de temperatura y de concentración de ac­
tivador, por lo que los valores máximos obtenidos dentro del ran 
go de pH cubierto fueron los que se utilizaron en el cálculo de 
la actividad específica respectiva.
Para valores de pH superiores a 8 se emplearon 
soluciones reguladoras de ácido bórico, cloruro de potasio e h i - 
dróxido de sodio y soluciones de fosfatos monopotásico y di sódi­
co para pH menores que el mencionado. La caseína no se sol ubi 1 i 
za a pH inferiores a 5,8.
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DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD AMIDASICA
Como sustrato se eligió a-N-benzoil-L-arginina- 
mida monohidrato (BAA, Fluka A. G. Chemische Fabrik), el que por ac 
ción de ciertas proteasas se hidroliza liberando argi nina, que es 
susceptible de ser valorada espectrofotométricarnente por medio de u 
na reacción' de color. Para determinar la cantidad de arginina libe­
rada se recurrió a la técnica de Michel (1968), que utiliza ninhi-
★
drina (hidrato de tricetohidrindeno) como reactivo .
La intensidad de la coloración y la estabilidad 
del complejo coloreado están determinadas por las condiciones fisi­
coquímicas del medio de reacción (pH y solvente orgánico con no más 
de 2 0 % de agua) y en particular por la presencia de hidrindantina 
(n i n h i d r i n a reducida) .
Para dosar la cantidad de arginina de cada mués 
tra se colocó una gota de solución de ácido ascórbico ( 1  mg/ml, me­
diante una pipeta calibrada a 2 0 gotas por mi) en un tubo de 16 x 
160 mm con un mi de la solución cuyo contenido en arginina se quie­
re determinar. Posteriormente se adicionó un mi del reactivo de Mi­
chel y se colocó el tubo en un baño de agua hirviente durante 15 mi 
ñutos. Después de ser enfriado bajo agua corriente se agregaron 15 
mi de etanol al 50% y, previa agitación para destruir el exceso de 
hidrindantina, se midió la intensidad del color desarrollado en un 
es peetrofotóme tro (Beckman M-26) a 570 nm.
* R e a c t i v o  de M i c h e l  (1968)
N i n h i d r i n a  
P r o p i o n a t o  d e  s o d i o  
A c i d o  p r o p i ó n i c o  
M e t i l c e l o s o l v e
2 0 . 0  g 
2 0 1 , 8  g
9 3 . 0  mi 
5 0 0 , 0  mi
El m e t i l c e l o s o l v e  ( 2 - m e t o x i e t a n o  1) debe se r d e s t i l a d o  a 
p r e s i ó n  r e d u c i d a  a n t e s  de su e m p l e o  y c o n s e r v a d o  a 4°C y al a b r i g o  
de la luz p a ra  e v i t a r  la f o r m a c i ó n  de p e r ó x i d o s .
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Previamente fue necesario construir una curva 
patrón de arginina, partiendo de una solución 10 mM del aminoácido 
en agua bidestilada (prácticamente exenta de amoniaco). Con ella se 
efectuaron diferentes diluciones, de modo de obtener 50, 100, 150, 
200 y 300 nanomoles de arginina en cada tubo de reacción.
Al igual que en los ensayos realizados para de­
terminar la actividad proteoli tica, en todas las determinaciones que 
corresponden a la actividad amidásica los datos consignados repre­
sentan el promedio de por lo menos ocho determinaciones espectrofo- 
tométricas a las que se les han descontado los blancos respectivos.
a• Pete rm i nación de_la concentración óptima de activador
Dado que el mercaptoetanol resultó ser el más 
eficaz de los activadores al analizar la capacidad hidrolítica 
de las enzimas crudas frente a caseína, en el ensayo de la acti­
vidad amidásica se determinó la concentración óptima de este Cí­
nico activador. Para ello se adicionaron a un tubo de ensayo 0,5 
mi de una solución 40 mM de BAA, 1 mi de buffer fosfato.0,1 M de 
pH 6 y 400 microgramos de la enzima cruda di sueltos en 0,5 mi de 
una solución de mercaptoetanol de concentración variable (2,5 mM,
7,5 mM, 12,5 mM y 25 mM). Los tubos fueron mantenidos durante 20 
horas a 25°C (Ota eí a l ., 1964) y al cabo de ese tiempo se dilu­
yeron a un volumen final de 20 mi con agua bidestilada. Un mi de 
esta solución constituye la muestra a la que se le aplica la téc­
nica colorimétrica antes descripta.
b . Determinación de la temperatura óptima
Una vez establecida la concentración óptima de 
mercaptoetanol se procedió a determinar la temperatura a la cual 
la acción enzimática es máxima, dentro de un rango de 20°C a
70 ° C .
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c . Determinación del pH óptimo
Para su determinación se repitieron las condi­
ciones óptimas del ensayo anterior, modificando en este caso el 
pH mediante el uso de las siguientes soluciones reguladoras: á- 
cido acético y acetato de sodio (pH inferiores a 6 ), fosfatos m o - 
nopotásico y disódico (pH 6 a 8 ) y ácido bórico, cloruro de po­
tasio e hidróxido de sodio (pH superiores a 8 ).
d• Determinación de la concentración óptima de sustrato
Obtenidos ya los valores óptimos de pH, tempe­
ratura y concentración de activador, se efectuaron nuevos ensa­
yos para evaluar el comportamiento de las enzimas crudas al va­
riar la concentración inicial de sustrato (5 mM, 10 mM, 15 mM,
20 mM y 25 mM). Los resultados obtenidos al determinar la con­
centración óptima de sustrato fueron los que se utilizaron para 
el cálculo de la actividad específica frente a BAA de cada una 
de las enzimas crudas.
PURIFICACION DE LAS ENZIMAS CRUDAS POR GEL-FILTRACI0N
Como paso previo a la purificación se determi­
nó el contenido de nitrógeno proteico de las enzimas crudas en ba­
se a la mi ero técnica de Kjeldahl (Farmacopea Argentina, 6 a. ed., 
pág. 1065 ) .
a . Preparación de la columna
Se emplearon columnas cromatográfi cas de 15 mm 
por 30 cm (Pharmacia Fine Chemicals , K 15/30) rellenas con S e - 
phadex G-200-40 para purificar las enzimas crudas de 8 . l a c i n i a d a .  
y 8 . hiznonymi , en tanto que para hacer lo propio con la enzima 
de 8 . b a l a n ó a a fue necesario recurrir al Sephadex G-200. Se pe­
saron 1,5 g de Sephadex G-200-40 (ó 1,2 g de Sephadex G-200) y se 
colocaron en un vaso de precipitado conteniendo 150 mi de agua
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bi des ti 1 a da, en reposo durante 72 horas a 4°C. A continuación se 
desgasificó la suspensión mediante aolicación de vacío y agita­
ción suave y se la incorporó a la columna (ya instalada en una 
cámara frigorífica a 0-4°C) en forma continua desde un reservo- 
rio adecuado, conectado a un segundo reservón'o conteniendo buffer 
fosfato 0,1 M de pH 6,3. Debe tenerse la precaución de que la pre­
sión de operación no supere los 16 cm de altura.
Una vez compactado el gel, que ocupa un volumen 
de aproximadamente 45 mi, se retiró el reservorio intermedio que 
contenía la suspensión y se dejó estabilizar el lecho con el buf­
fer empleado en la separación, situación que se consigue permi­
tiendo el paso de una cantidad equivalente a dos a tres veces el 
volumen ocupado por el gel.
b. Desarrollo cromatográfico
Previamente a la siembra de las enzimas se de­
terminó el volumen muerto de la columna por el agregado de una so­
lución de Blue-Dextran (Pharmacia Fine Chemicals). La solución de 
enzima cruda se preparó disolviendo 150 mg de la misma en 5 mi del 
buffer fosfato utilizado como solvente de desarrollo (8 . l a a i n i o -  
6a y 8 . h¿£tionymi) ó 1 2 0  mg en 1 0 mi (8 . b a l a n 6 a z ) , debido en 
este caso a la mayor viscosidad de la solución de enzima cruda. 
Luego de homogeneizada, la solución se centrifugó a 7.000 g du­
rante 30 minutos en centrífuga refrigerada y el sobrenadante se 
aplicó al extremo de la columna. Una vez eluída la cantidad co­
rrespondiente al volumen muerto de la columna se recogieron frac­
ciones de aproximadamente 1 mi (grado de flujo: 1 0  microlitros 
por minuto).
c. Análisis de las fracciones obtenidas
El contenido proteico de cada fracción fue de­
terminado por medida directa de la absorción a 280 nm. Para ello
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fue necesario hacer diluciones adecuadas con el objeto de obte­
ner lecturas inferiores a una unidad de absorbancia. En cada u- 
na de las fracciones en las que se comprobó la presencia de pro- 
teína se valoró la actividad proteolítica aplicando el método an 
teriormente descripto. La proporción de proteína activa se deter 
minó en cada caso por integración de los respectivos perfiles de 
elución. De este modo pudo establecerse el porcentaje que repre­
senta la fracción proteica con actividad proteolítica en el con­
tenido total de las enzimas crudas respectivas.
VI. r e s u l t a d o s
RENDIMIENTO DE JUGO POR PESO DE FRUTOS
E s p e c i e M u e s t r a  N° Pe s o  f r u t o s V o l u m e n  jugo Rendiraien to
(g) (m i ) ( m i / 100 g)
8. bataneas . 1 500 2 3 0 , 0 4 6 , 0
2 500 2 0 0, 0 4 0 ,0
3 500 2 0 0 , 0 40 ,0
4 500 180,0 36,0
P r o m e d i o 500 20 2, 5 4 0 ,5
6. l a c t n t o * a 1 500 197,0 39,4
2 500 2 10,0 4 2 , 0
P r o m e d i o 500 2 0 3 , 5 40, 7
8. ht<¿nonijm¿ 1 500 2 10,0 4 2 , 0
2 500 190,0 38,0
P r o m e d i o 500 2 0 0 , 0 4 0 , 0
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RENDIMIENTO DE ENZIMA CRUDA POR VOLUMEN DE JUGO
E s p e c i e M u e s t r a  N° V o l u m e n  jugo 
( m i )
E n z i ma c r u d a  
(g)
R e n d i m i e n t o  
( g / 1 0 0  mi)
8. balan^ac 1 2 30,0 3,91 1 , 70
2 20 0, 0 3,83 1 ,92
3 2 0 0, 0 4 , 36 2 , 1 8
4 180,0 3,60 2 , 0 0
P r o m e d i o 202,5 3,93 1,94
8. l a c i n i a d a 1 19 7,0 3,62 1 ,84
2 2 10,0 4, 1 8 1 , 99
P r o m e d i o 2 0 3,5 3,90 1,92
8. kie n o nymi 1 2 10,0 3,59
2 190,0 3,61 1,90
P r orne dio 2 0 0 , 0 3,60 1 , 80
RENDIMIENTO PROMEDIO DE ENZIMA CRUDA POR PESO DE FRUTOS
E s p e c i e  P e s o  de  f r u t o s  E n z i m a  c r u d a  R e n d i m i e n t o
(g) (g) (g/ 100 g)
8 . b a t a n a a c 500 3,93 0,79
6 . l a c i n i a  ¿ a 500 3,90 0, 78
8 . hicn.0 nymi 500 3,60 0,72
ACTIVIDAD CAS EINOLITICA
La unidad  de a c t i v i d a d  ca¿  c in o t t . t i . c a se define 
como la cantidad de enzima cruda que provoca un aumento de una uni­
dad de absorbancia a 280 nm, por minuto, en las condiciones descrip­
tas. La a c t i v i d a d  c 6 p c c i ¿ i c a  es el número de unidades de actividad 
enzimática por miligramo de enzima cruda.
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a . Acti vado res
En la tabla I se hace constar el comportamiento 
de las enzimas crudas en ausencia de activador y en presencia de 
cada uno de ellos. La concentración de activador empleada en la 
determinación corresponde a la concentración óptima del mismo, 
de acuerdo a lo consignado en la tabla II.
A c t i v i d a d  e s p e c í f i c a  de e n z i m a  c r u d a
8. b a l a n ¿ ae 8. la cinto¿a 8. kl ctionyml
sin acti va do r 0 , 01 5 0 , 0 2 1 0 , 0 2 5
E D T A 0 , 01 4 0 , 01 6 0 , 0 4 7
c i a n u r o  de s o d i o 0 , 02 8 0 , 0 3 7 0 , 0 5 2
m e r c a p  t o e t a n o l 0 , 05 2 0 , 0 4 5 0 , 0 6 9
c i s t e í n a 0,0 4 4 0 , 0 4 3 0 , 0 7 3
T a b l a  I. E f e c t o del a g r e g a d o  de a c t i v a d o r e s s o b r e
la a c t i v i d a d  cas e i n o l í t i c a
C o n c e n t r a c i ó n  ó p t i m a ( mM)
8. b a l a n ó a c 8. l a c l n í o ó a 8. hle.A.0 nyml
E D T A 12,5 25,0 12,5
c i a n u r o  de s o d i o 17,5 25,0 12,5
m e r c a p t o e t a n o l 17,5 17,5 12,5
c i s t e í n a 12,5 17,5 17,5
T a b l a  II. C o n c e n t r a c i o n e s  ó p t i m a s  de d i s t i n t o s  a c t i v a d o r e s
La variación de la actividad enzimática en fun­
ción de la concentración de cada activador está expresada gráfi­
camente en la fi g . 1 .
b . Temperatura óptima
Dado que el mercaptoetanol es el activador de 
mayor eficacia frente a las enzimas crudas de 8 . b a l a n é a a y de
F i g u r a  1 .  V a r i a c i ó n  de  l a  a c t i v i d a d  e n  f u n c i ó n  de  l a  c o n  
c e n t r a c i ó n  de  a c t i v a d o r
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8 . l a c t n t o ó a , aún cuando en el caso de 8 . htznonymÁ. resulta ser 
ligeramente menos activo que la cisteína, en las determinaciones 
de temperatura óptima y de pH óptimo de cada enzima cruda se u- 
tilizó una solución 17,5 mM de mercaptoetano 1 . Los resultados se 
expresan gráficamente en la fig. 2. La temperatura óptima para la 
actividad casei nol í ti ca de 8 . kto,Konym¿ y 8 . l a c t n t o ó a es de 55°C 
y para la de 8 . balanóa<¿ es de 45°C.
c . pH óp ti mo
La variación de la actividad caseinoli tica de 
cada enzima cruda en relación al pH del medio de reacción se 
muestra en la fig. 3. Las determinaciones se realizaron a los va­
lores de temperatura óptima antes citados.
El pH de máxima actividad enzimática de la pro- 
teasa de 8 . balanóae. se encuentra a pH 6,3 y disminuye ligeramen­
te a medida que el medio se hace más alcalino. Por el contrario, 
tanto la enzima de 8 . l a c t n t o ó a como la de 8 . htznonyml tienen 
un pico de máxima actividad a pH 6,3 y un segundo pico de menor 
poder hidrolítico a pH 7,8.
d. Actividades especificas de las enzimas 
crudas en condiciones óptimas
Todas las determinaciones tuvieron lugar a pH 
6,3 en un medio que contenía mercaptoetanol en concentración
17,5 mM, a 4 5°C para la enzima cruda de 6 . batañó ae. y a 55°C en 
1 os otros dos casos .
La enzima cruda de 6 . (Ue.sionijm¿ es la de mayor 
actividad específica (0,104), seguida por la de 8 . t a a l n l o ó a  
(0,091) y la de 6 . b a t a n óae (0,070).
Figura 2 ( a r r i b a ) .  V a r i a c i ó n  de la a c t i v i d a d  en f u n c i ó n  de
la t e m p e r a t u r a
Figura 3 (abajo) V a r i a c i ó n  de la a c t i v i d a d  en f u n c i ó n  de l
p H del me dio
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ACTIVIDAD AMIDAS ICA
La unidad de. a c t i v i d a d  a m i d á ó i c a se define co­
mo la cantidad de enzima cruda necesaria para hidrolizar un micromol 
de N-a-benzoi 1 -L-argininamida (BAA) por minuto, en las condiciones 
óptimas de acción.
La a c t i v i d a d  a m i d d s i c a  e . ó p c c i ¿ i c a es el numero 
de unidades enzimáticas por miligramo de enzima cruda.
3 ■ Concentración óptima de activador
Como puede apreciarse en la fig. 4, la concen­
tración óptima de me re aptoeta no 1 es 25 mM para todas las enzimas 
crudas.
b . Temperatura óptima
Los valores óptimos de temperatura para la ac­
tividad ami das ica de las enzimas crudas es de 30°C para la de B. 
bal an¿ae .  y de 40°C para las de B. l a c i n i a d a  y B. kio.Konymi (fig.
5) •
c . p H óptimo
En las figs. 6 y 7 se consigna la variación de 
la actividad enzimática en función del pH del medio de reacción.
La enzima cruda de B. balanúae. muestra un valor máximo a pH 7,5.
Las de B. l a c i n i a d a  y B. kicnonymi presentan dos picos de máxima 
actividad: uno de ellos, de actividad ligeramente superior, a pH 
6,6 y el segundo a pH 6,0.
d. Concentración óptima de sustrato
La concentración óptima de BAA en los tres ca­
sos es 25 mM, como surge de los gráficos representados en la fig. 8
e . Actividades específicas de las enzimas
crudas en condiciones óptimas
Figura 4. Variación de la actividad enzimática en función de 
la concentración de mercaptoetano1
Figura 5. Variación de la actividad amidasica en función de
la temperatura
Figura 6 (a r r i b a ) -  V a r i a c i ó n  de la a c t i v i d a d  de la e n z i m a
c r u d a  de 6. b a l a n ó a C en f u n c i ó n  del pH
Figura 7 (a baj o).  V a r i a c i ó n  de la a c t i v i d a d  dé las e n z i m a s
c r u d a s  de 8. l a c í n i o ú a  y 8. k¿e.sionym¿ en 
f une i ón del p H
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Las determinaciones fueron realizadas en un me­
dio conteniendo mercaptoetanol y BAA en concentración 25 mM, a pH
7,5 y 30°C en el caso de 8. b a í a n * a c  y a pH 6,6 y 40°C para 8. l a
e l  ni o * a  y 8 . hle.tio ny mi .
La enzima cruda de 8. hlcnamjml es la de mayor 
actividad amidásica específica (0,036), ligeramente mayor que la 
de 8. b a c l n l a * a  (0,033) y considerablemente superior a la de 8. 
b a l a n z a  <¿ ( 0 ,0 1 2 ).
PURIFICACION
Las enzimas crudas de las tres especies estudia 
das tienen un bajo contenido proteico, que es del 13 % en 8. b a l an-  
iae, ascendiendo al 21% en 8. l a c l n l a * a  y al 24% en 8. hlcnanyml .
El análisis de los perfiles de elución cromato- 
gráficos revela que en las tres enzimas la porción proteica está in 
tegrada por al menos dos fracciones, que han logrado ser separadas 
totalmente en el caso de 8. l a c l n l a * a  (fig. 10) y en forma parcial 
en 8. b a l a n * a c  (fig. 9) y en 8. hiena mjmi (fig. 1 1 ). En todos los 
casos solamente una de ellas es la responsable de la acción proteo- 
1ítica , que en 8. b a l a n * a a  constituye el 69% de la proteína presen­
te, en 8. l a c i n i a *  a el 79% y en 8. hienanymi solamente el 37%.
En base a los resultados anteriores puede esta­
blecerse que la relación entre enzima cruda y proteína activa es i- 
gual a 11 tanto en 8. b a l a n * a e  como en 8. hienanymi  y está reducida 
a 6 en el caso de 8. l a c i n i a d a .
Figura 8 . V a r i a c i ó n  de la a c t i v i d a d  ainidásica en f u n c i ó n  de la 
c o n c e n t r a c i ó n  de BAA
Figura 9. P e r f i l  de e l u c i ó n  de la e n z i m a  de 8. ba.Zañ60.2. (S e p h a -  
dex G - 20 0,  b u f f e r  f o s f a t o  de pH 6,3)
Figura 10. P e r f i l  de e l u c i ó n  de la e n z i m a  de 8. 6 a. ( S e p h a d e x
G - 2 0 0 - 4 0 ,  b u f f e r  f o s f a t o  de pH 6,3)
Figura 11. P e r f i l  de e l u c i ó n  de la e n z i m a  de 8. k¿<¿Konym¿ ( S e p h a ­
dex G - 2 0 0 - 4 0 ,  b u f f e r  f o s f a t o  de pH 6,3)
8. batanó ae. 8. ta a i.n i.0 0 a. 8. k ianonymi
R e n d i m i e n t o  de ju go  por peso 
de f r u t o s  ( m l / 1 0 0  g) 40,5 40,7 ■P- 0 0
R e n d i m i e n t o  de e n z i m a  cru d a 
por v o l u m e n  de j u go  (g/100 mi) 1,94 1 ,92 1,80
R e n d i m i e n t o  de e n z i m a  cruda 
p o r p e so  de f r u t o s  (g/100 g) 0,79 0 , 78 0 , 7 2
A c t i v i d a d  ca se  i noli tica
C o n c e n t r a c i ó n  ó p t i m a  de 
m e r c a p t o e t a n o  1 (mM) 17,5 17,5 12,5
C o n c e n t r a c i ó n  ó p t i m a  de 
cis te ín a (mM) 12,5 17,5 17,5
T e m p e r a t u r a  ó p t i m a  (°C) 45,0 55 ,0 55,0
 ^ rC
pH o p t i m o 6,3 6,3 6,3
U n i d a d  de a c t i v i d a d 14,3 11,0 9,6
A c t i v i d a d  e s p e c í f i c a 0 , 0 7 0 0, 09  1 0, 104
A c t i v i d a d  ami das ica
C o n c e n t r a c i ó n  ó p t i m a  de 
m e r c a p t 0 e t a n 0 1 (mM) 25,0 25,0 25,0
T e m p e r a t u r a  ó p t i m a  (°C) 30,0 40,0 40,0
* *
pH o p t i m o 7,5 6,6 6 ,6
C o n c e n t r a c i ó n  ó p t i m a  
de B A A (mM) 25,0 25,0 25,0
U n i d a d  de a c t i v i d a d 84, 7 30,5 27,6
A c t i v i d a d  e s p e c í f i c a 0,0 1 2 0 , 0 3 3 0, 03 6
N i t r ó g e n o  p r o t e i c o  (%) 13 21 24
F r a c c i ó n  p r o t e i c a  a c t i v a  (%) 69 79 37
R e l a c i ó n  e n t r e  e n z i m a  c r u d a  
y p r o t e í n a  a c t i v a 1 1 6 1 1
* en 8. t a c i n i o ó a  y 8. hieJiontjtní hay un s e g u n d o  p i co  a PH 7,8
** en 8. t a c i n i o ó a  y 8. fii c a o mjmi hay un s e g u n d 0 p i co  a PH 6,0
Tabla 3. S i n o p s i s  de los r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s
VII. C O N C L U S I O N E S
Se han estudiado algunas propiedades de los pro 
ductos enzirnáticos crudos separados del jugo de los frutos de tres 
especies de Bsiome.tia (Bromel i aceae) que crecen en el país: 8. ba l an  
sac Mez, 8. l á c e n t e l a  Mart. y 8. kic^oni jmi Mez.
El rendimiento de jugo es prácticamente el mis­
mo en los frutos de las tres especies (40% V/P) y también lo es el 
de enzima cruda, que oscila entre 1,80 y 1,94 g/100 mi de jugo, va­
lores superiores a los de bromelina de frutos ( 0,33-0,37%; Ota 
a l ., 1964), bromelina de tallos (1,68%; Toyama, 1969) y pingüinina 
(0,5-1%; Messing c t  a l ., 1960).
Las enzimas son especialmente sensibles al a- 
gregado de activadores que contengan grupos sulfhidrilos y también 
su actividad se ve regularmente incrementada por la incorporación 
de cianuro al medio de reacción, pero -a diferencia de otras prote- 
asas como papaína y ficina- los agentes quelantes como el EDTA no 
son eficaces como activadores en 8. b a t a m a a  y en 8. l a c l n l o i a ,  aún 
cuando en 8. hicnonijmi resulta casi tan efectivo como el cianuro.
De todos modos el notorio incremento que manifiesta la actividad 
proteolítica ante la adición de mercaptoetanol y cisteína permiten
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incluir decididamente a estas proteasas dentro del grupo de las en­
zimas prote o 1íticas de tipo su1fhidrf1 ico.
Desde el punto de vista de su actividad casei- 
nolítica y aún cuando el comportamiento de las preparaciones enzima- 
ticas crudas de las tres especies es bastante similar, la de 8. ba-  
l 'anAaz se diferencia de las otras dos por su temperatura óptima al­
go menor (45°C), aún cuando las curvas de variación de la actividad 
con relación a la temperatura son coincidentes (en todos los casos 
existe un rango de 26 a 28°C alrededor de la temperatura óptima en 
el que la actividad no disminuye más de un 30%). Las diferencias son 
más notorias cuando se modifica el pH del medio, ya que la activi­
dad de la enzima cruda de 8. balanóae. -máxima a pH 6,3- declina sua­
vemente al aumentar la alcalinidad del medio, en tanto que las cur­
vas de pH de las otras dos especies exhiben dos picos abruptos de 
máxima actividad a pH 6,3 y 7,8.
Cuando se compara el comportamiento case i noli- 
tico de las enzimas crudas estudiadas con los provenientes de otras 
especies de la familia Brome1 i a ceae, tales como bromelina de tallos 
y hemisfericina, se advierte un marcado parecido, que es más noto­
rio en el caso de 8. t a a in l o ^ a .  y 8. hiznoni jmi . Efectivamente, la 
temperatura óptima de bromelina (Chen & Liu, 1972) es apenas supe­
rior al de éstas (5 7 ° C) y los pH óptimos tanto de bromelina (Chen 
& Liu, 1972) como de h emi s f e r i c i na (I nei - Sh i zukawa <¿t a ¿ . , 1976 ), 
cuyos valores respectivos son pH 7 y pH 8, también son cercanos.
Con respecto a la actividad amidásica y a dife­
rencia del comportamiento de las enzimas frente a caseína, los per­
files de actividad que se obtienen al variar la temperatura son se­
mejantes en 8. l a c i n i a d a  y 8. hldKonyml, con un valor óptimo a 40°C 
y un margen térmico estrecho en el que la actividad no es afectada 
significativamente (superior al 70% en un rango de 12 a 14°C en tor-
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no a la temperatura óptima), pero en 8. balanóae. adopta la forma de 
meseta poco elevada, con una temperatura óptima de 30°C y un margen 
más amplio (alrededor de 28°C) en el que la actividad se mantiene 
por encima del 70% del valor máximo. Al utilizar BAA como sustrato 
las enzimas crudas muestran un comportamiento frente a las variacio­
nes de pH que es similar al observado con caseína, en el sentido que 
la correspondiente a 8. ba tanead presenta un solo pico de máxima ac­
tividad (pH 7,5), mientras que en las de 8. l a c l n l o ó a  y 8. hldnonijmi
hay un pico principal a pH 6,6 y un segundo pico a pH 6 donde la ac­
tividad hidrolítica es muy próxima al valor máximo. En todos los ca­
sos, pequeñas modificaciones en la escala de pH conducen a variacio­
nes significativas en la actividad ami das ica.
Al analizar la actividad BAA-ásica de bromelina 
nuevamente se puede constatar la semejanza que existe con las enzi­
mas crudas de 8. l a c i n i a d a  y de 8. h.ídtionijml y en menor medida con 
la de 8. b a t a n e a d , ya que las condiciones óptimas de acción de la 
primera se logran a 50°C y pH 5-7 (Ota et a l . ,  1961). En cambio en
el caso de pingüinina los valores de máxima actividad se obtienen a
pH 4,3 (Toro-Goyco z t  a l . ,  1968).
Las enzimas crudas de las tres especies estudia­
das presentan actividades caseinolíticas específicas que no difieren 
demasiado entre sí, ya que la de 8. hlzKonijml -que es la más activa 
de las tres- supera sólo en un 50% a la de 8. b a l a n ¿ a z , la de capa­
cidad proteolítica menor.
Los valores de las actividades específicas de 
bromelina de frutos y de tallos, 0,150 y 0,350, respectivamente (Ota 
z t  a l . ,  1964), son 0,5 y 2,5 veces superiores a los de 8. klz^onyml .
En cuanto a la actividad amidásica específica 
las diferencias son más notorias, ya que tanto la enzima cruda de 
8. híznonymi como la de 8. l a z l n l o b a  son dos veces mayores que la de
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6. b a i a n ó a z . Frente a BAA (Ota <¿t a l . ,  1964 ), la bromelina de frutos 
es doblemente activa que la de tallos (0,125 y 0,064, respectivamen­
te), por lo que en este sentido superan en 0,8 y 2,5 veces a las en­
zimas crudas mencionadas como más activas.
El contenido de nitrógeno proteico de los prepa­
rados enzimáticos crudos es bajo, donde las impurezas están princi­
palmente representadas por hidratos de carbono. Por medio de gel- 
filtración se consigue separar en 8. l a c l n l o é a  y 8. balanóae. un com­
ponente activo mayoritario de una fracción no activa de peso molecu­
lar más elevado. Lo contrario ocurre en 8. hldKorujml, donde la frac­
ción activa está acompañada por un componente más abundante y de me­
nor peso molecular. A pesar de las diferencias señaladas, las pro­
teínas activas de 8. l a c l n l o A a  y 8. klzhonyml tendrían pesos molecu­
lares del mismo orden, a juzgar por la similitud de sus volúmenes de 
elución en Sephadex G-200-40. La imposibilidad del fraccionamiento 
de la enzima cruda de 8. ba ta nead a través de dicho soporte impide 
efectuar la comparación equivalente.
Un hecho que debe tenerse en cuenta al evaluar 
las posibilidades de explotación de las especies estudiadas es su e - 
levado rendimiento en enzima cruda, lo que compensaría en parte la 
aparentemente menor actividad de las mismas cuando se las compara 
con otras proteasas. De igual modo el bajo contenido proteico de los 
preparados crudos, así como la comprobación de la existencia de frac 
ciones de esa naturaleza carentes de actividad proteolítica enfati­
zan acerca de la necesidad de insistir en la búsqueda de procedimien 
tos que permitan la obtención de productos de mayor grado de pureza.
Finalmente y aún cuando no existen normas esta­
blecidas para la imposición de nombres triviales, siguiendo el cri­
terio adoptado para otras enzimas proteolíticas aisladas de diferen­
tes especies de Bsiamella (Asenjo & Fernández, 1942; Cruz a t  a l . ,
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1 974 ) se proponen las denominaciones batanó e-Cna, tacinioóina e hie- 
Kc mjmina para las proteasas separadas del jugo de Bnometia batanóae 
Mez, B^ometia  t a c i n i o ó a Mart. y BA.ome.tia hieAonijmi Mez, respectiva­
mente.
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FE D E  E R R A T A S
Pag. línea dice debe decir
5 29 terapéutica terapéutico
17 17 ianctivada inactivada
22 28 y  la electroforesis y  electroforesis
27 5 enximas enzimas
29 8 1978), en 1978) en
32 6 oir por
41 1 "cebada-peptidasa A" ("cebada-peptidasa A")
42 19 hidj rol i zar hidroli zar
49 2 rnago rango
. 50 19 propoenen proponen
60 14 ( 9 78) (1978)
88 10, 17 unidad de actividad unidad de actividad (mg)

